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RIASSUNTO 
 
Le carenze riscontrate nell’ambito dell’approvvigionamento idrico, rendono sempre più 
evidente l’importanza del riuso delle acque reflue per differenti fini, irrigazione di colture 
destinate al consumo umano, di pascoli, di parchi e aree ricreative come espresso nel D.Lgs 
n°152/99. E’ da considerare però fondamentale la presenza in queste acque trattate, di 
potenziali patogeni (batteri, virus, protozoi), responsabili di gravi infezioni a trasmissione oro-
fecale. Per questo motivo l’attività di controllo delle qualità igienica dei reflui e delle pratiche 
di disinfezione risulta estremamente importante a prevenire la diffusione dei patogeni nei 
corpi idrici. E’ inoltre fondamentale controllare, non solo una generica contaminazione del 
liquame trattato, ma anche il rischio reale di trasmissione di malattie, sia per gli operatori del 
settore, sia per quanti direttamente o indirettamente, vengono in contatto con tale matrice. La 
normativa vigente prevede la valutazione dell’efficienza dei trattamenti degli impianti di 
depurazione dei reflui mediante la sola ricerca di batteri indicatori di inquinamento fecale (E. 
Coli e Enterococchi) e non di virus o protozoi. Ciò è dovuto principalmente alle difficoltà di 
rilevazione dei virus nell’ambiente e alla mancanza di metodiche innovative standardizzate 
adattabili a tutti i virus enterici; inoltre le tecniche utilizzate per la stessa rilevazione batterica 
risultano lunghe e laboriose. Le recenti innovazioni in biologia molecolare hanno facilitato la 
ricerca e la definizione di un quadro generale più dettagliato, permettendo inoltre di isolare ed 
identificare i virus direttamente dalla matrice ambientale. Tra le queste tecniche molecolari, la 
Real Time PCR (QPCR) rappresenta una di quelle più utilizzate e diffuse e le piattaforme 
multidetection, come i microarray, potrebbero rappresentare un valido aiuto alla ricerca 
ambientale multipla sia di batteri che di virus. La QPCR è una tecnica che misura 
l'amplificazione durante la fase esponenziale della PCR, quando cioè l'efficienza di 
amplificazione è influenzata minimamente dalle variabili di reazione, permettendo di ottenere 
risultati molto più accurati rispetto alle metodiche tradizionali mentre il Microarray utilizza 
oligonucleotidi a singolo filamento di sequenza nota per cercare una sequenza complementare 
(sempre a singolo filamento) in una catena molto lunga di DNA, o al limite in un genoma, 
opportunamente marcata dando così alta specificità al riconoscimento. In ottica della QMRA 
(Quantitative Microbical Risk Assenstment), la valutazione della concentrazione dei 
microrganismi in campioni ambientali risulta fondamentale. Su questi presupposti lo scopo 
della tesi è stata quella di standardizzare in laboratorio dei protocolli di QPCR  e Microarray 
su target batterici e virali partendo da una ricerca bibliografica volta alla identificazione delle 
regioni del genoma più opportune sulle quali mettere appunto la metodica in relazione alla 
matrice in esame. I target analizzati sono stati: Adenovirus, Norovirus, HAV, Enterovirus e 
Rotavirus per quanto riguarda i virus e Salmonella  enterica ed E.Coli O157 per i batteri. Una 
volta scelte le regioni con i rispettivi primer e sonde, grazie alla collaborazione del centro 
Nanofab-Civen di Mestre, sono stati creati degli ampliconi corrispondenti alla regione del 
genoma scelta, che sono stati utilizzati come standard per la misurazione della sensibilità delle 
metodiche. Successivamente sono stata effettuate delle prove prima su campioni interi positivi 
e successivamente su campioni artificialmente contaminati, questi ultimi trattati con una 
prima fase di concentrazione mediante ultrafiltrazione a flusso tangenziale. I dati hanno 
rilevato una buona efficienza e sensibilità delle due tecniche , lasciando ancora qualche 
dubbio sulla sensibilità della piattaforma Microarray in quanto ancora non molto alta, ma che 
lascia dei buoni presupposti per continuare lo studio della tecnica su tali matrici, in particolar 
modo per quanto riguarda la rilevazione dei virus. Questo studio ha quindi permesso di creare 
un sistema di quantificazione della contaminazione biologica che risulterà molto utile per la 
stima del rischio nei reflui che come suddetto potrebbero essere riutilizzati e quindi risulta 
fondamentale lo studio della loro contaminazione. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ABSTRACT 
 
The deficiencies in water supply, make it increasingly evident the importance of wastewater 
reuse for different purposes, irrigation of crops intended for human consumption, pastures, 
parks and recreation areas as stated in Decree No. ° 152/99. It 's important, however, to 
consider the presence in these waters treated of potential pathogens (bacteria, viruses, 
protozoa), responsible for serious infections in fecal-oral route. For this reason, the control 
activities of the hygienic quality of the effluent and disinfection practices is extremely 
important to prevent the spread of pathogens in water bodies. It 's also essential to control, not 
only a general contamination of the sewage treated, but also the real risk of transmission of 
diseases, both for operators in the sector, both for those directly or indirectly, are in contact 
with such a matrix. The legislation provides for the evaluation of the efficiency of treatment 
plant wastewater treatment solely by looking for indicators of faecal pollution bacteria (E. coli 
and Enterococci) and not of viruses or protozoa. This is mainly due to the difficulty of 
detection of the virus in the environment and to the lack of standardized innovative methods 
adaptable to all enteric viruses; also the techniques used for the same bacterial detection are 
long and laborious. Recent innovations in molecular biology have facilitated the research and 
the development of a more detailed framework, also allowing you to isolate and identify the 
virus directly from the environmental matrix. Among these molecular techniques, Real Time 
PCR (QPCR) is one of the most used and distributed multidetection and platforms, such as 
microarrays, could be a valuable aid to environmental research multiple of both bacteria and 
viruses. The QPCR is a technique that measures the amplification during the exponential 
phase of PCR, that is, when the amplification efficiency is affected minimally by the variables 
of reaction, allowing to obtain results much more accurate compared to traditional methods 
while the Microarray using oligonucleotides to single filament of known sequence to search a 
sequence complementary (always single-stranded) in a very long chain DNA, or to the limit in 
a genome, suitably marked thus giving high specificity for recognition. In optical QMRA 
(Quantitative Risk Microbical Assenstment), the assessment of the concentration of 
microorganisms in environmental samples is essential. On these assumptions the purpose of 
the thesis has been to standardize in laboratory protocols of QPCR  and Microarray of target 
bacterial and viral starting from a literature search time to the identification of the regions of 
the genome most appropriate on which precisely put the method in relation to the matrix in 
examination. The targets were analyzed: Adenovirus, Norovirus, HAV, Rotavirus and 
Enterovirus as regards viruses and Salmonella enterica and E. coli O157 for bacteria. Once 
chosen the regions with the respective primers and probes, thanks to the collaboration of the 
center Nanofab-Civen of Mestre, were created amplicon corresponding to the region of the 
genome chosen, which were used as standards for measuring the sensitivity of the methods. 
Subsequently we have been carried out on samples of tests before positive integers and 
subsequently on samples artificially contaminated, the latter treated with a first phase of 
concentration by tangential flow ultrafiltration. The data have shown good efficiency and 
sensitivity of the two techniques, leaving some doubt on the sensitivity of the microarray 
platform as yet not very high, but it leaves a good basis to continue the study of the art of 
these matrices, especially as on the recognition of viruses. This study thus allowed us to create 
a system of quantification of biological contamination that will be very useful for estimating 
the risk in waste that could be reused as above and then it is essential to study their 
contamination. 
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1.INTRODUZIONE 
 
1.1 L’acqua,  una risorsa in esaurimento 
 
L'acqua è un bene primario che l'uomo utilizza, distribuisce e sfrutta, la cui scarsità 
condiziona fortemente lo sviluppo economico di molti Paesi poveri. Soltanto una minuscola 
quota di acqua dolce è potenzialmente utilizzabile dall’uomo per le proprie necessità vitali 
(alimentari, domestiche e igienico-sanitarie) e per il sostegno e lo sviluppo di attività 
economiche. In teoria, un uso sostenibile di tale disponibilità di acqua basterebbe a soddisfare, 
a livello mondiale, il fabbisogno pro capite di ciascun individuo, che è stimato tra i 50 e i 100 
litri al giorno (ben oltre il fabbisogno minimo biologico), se equa fosse la distribuzione delle 
risorse idriche. La geografia distributiva dell'acqua, invece, disegna purtroppo una carta in cui 
grandi macchie di colore azzurro si concentrano in alcune, poche, regioni, alternandosi ad 
altre piccole e medie concentrazioni, e colorando così il mosaico della disponibilità (e 
dell'accesso) con tessere disuguali e variopinte. Le regioni prive di corsi d'acqua 
(sostanzialmente coincidenti con i deserti) sono a loro volta vastissime: tra deserti caldi e 
freddi, si tratta di circa il 30% delle terre emerse. Sul 70% rimanente, le asimmetrie della 
distribuzione spaziale dell'acqua si intersecano con quelle della popolazione, dello sviluppo 
socioeconomico e delle condizioni climatiche dei singoli Paesi. Considerando la teorica 
disponibilità pro capite, media e potenziale, un abitante dell'Australia avrebbe 80.000 m3 di 
acqua annui, 32.000 un americano del Sud, 12.000 un americano del Nord, 6.000 un africano, 
5.000 un europeo e 3.000 un asiatico (World Bank). Eppure in Africa il consumo medio è di 
soli 20 litri per persona al giorno, a fronte dei 600-700 litri di uno statunitense e dei 300 di un 
europeo. La popolazione mondiale continua a crescere e ascendente è soprattutto la curva del 
tasso di urbanizzazione. Il numero delle grandi città si è straordinariamente accresciuto, 
rispetto a un secolo fa, quando si contavano solo una ventina di città con più di un milione di 
abitanti. Oggi sono più di 400 le aree metropolitane plurimilionarie: una trentina delle quali 
supera addirittura i dieci milioni di abitanti. La concentrazione dei consumi nelle aree urbane 
aumenta i rischi sanitari legati all'inquinamento dell'acqua prelevata, e la concentrazione di 
popolazione, a sua volta, aumenta la possibilità di inquinare le acque. Gravissimi gli effetti 
(malattie, malformazioni genetiche, mortalità) dell'uso alimentare di acqua inquinata, che in 
molti Paesi, per la mancanza di sistemi di depurazione e smaltimento dei liquami, 
rappresentano un problema centrale; e gravissimi gli effetti di prelievi massicci sulle falde 
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sotterranee, che non hanno il tempo di ricaricarsi e finiscono per esaurirsi. 
In questa situazione, in cui l'acqua non 'sparisce' (quello idrico è un ciclo costante), ma 
modifica i suoi percorsi, sfuggendo alle possibilità di prelievo da parte dell'uomo, oppure si 
degrada diventando - per così dire - inservibile, altrettanto seri sono gli effetti degli enormi 
sprechi o del cattivo uso che si fa dell'acqua: come con l'irrigazione intensiva, che consuma 
troppa acqua, fino a inaridire fiumi imponenti e per di più provoca la salinizzazione dei suoli 
(Di Tommaso, 2007 – Treccani.it). 
Viste tali premesse, le carenze riscontrate nell’ambito dell’approvvigionamento idrico, 
rendono più evidente l’importanza del riuso delle acque relflue per differenti fini, irrigazioni 
di colture destinate al consumo umano, di pascoli, di parchi e aree ricreative come espresso 
nel D. Lgs n°152/99. È da considerare però fondamentale la possibilità di trovare in queste 
acque potenziali patogeni (batteri, virus, protozoi), responsabili di gravi infezioni a 
trasmissione oro-fecale. Il consiglio  europeo nel maggio 1968 scrisse dodici articoli 
sull’acqua per focalizzare l’attenzione su questa fondamentale risorsa, indispensabile per tutti 
gli esseri viventi. Il particolare l’Art.4 dice: “La qualità dell’acqua deve essere mantenuta in 
modo tale da poter soddisfare le esigenze delle utilizzazioni previste, specialmente per i 
bisogni della salute pubblica”. L’importanza della possibile contaminazione delle acque viene 
ripresa nella Gazzetta Ufficiale della Comunità Europea del 07/01/2002 che afferma: 
“L’acqua viene ingerita, come ogni altro alimento, direttamente o indirettamente, 
contribuendo così al rischio complessivo al quale si espongono i consumatori attraverso 
l’ingestione di sostanze, tra cui contaminanti chimici e biologici”. 
La contaminazione microbiologica può essere causata da attività antropiche e non: rotture di 
impianti idrici, scarichi industriali e domestici, dilavamento di materiale fecale di origine 
umana o animale, quest’ultimo causa delle maggiori contaminazioni. Le prime costatazioni di 
epidemie “idriche” si ebbero nei primi anni degli anni ’50 in simultanea con epidemie di 
colera esplose in quegl’anni associate proprio al consumo di liquami pubblici contaminati. La 
WHO (World Health Organizzation) stima che le patologie diarroiche di origine idrica e 
alimentare, portino alla morte circa 2,2 milioni di persone all’anno, di cui 1,9 milioni sono 
bambini. 
Quindi nonostante la necessità del riutilizzo delle acque reflue per ovviare alle carenze 
idriche, si è reso indispensabile creare una normativa rigorosa sui metodi di disinfezione di 
queste acque per scongiurare possibili epidemie sia per chi usufruirà di tali risorse, sia per gli 
operatori che lavorano presso gli impianti di depurazione. 
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1.2 Le acque reflue come fonti idriche 
 
Le acque reflue sono quelle acque che, dopo il loro utilizzo in attività domestiche, industriali e 
agricole, sono state rese inidonee ad un loro utilizzo diretto a causa delle contaminazioni 
chimico-biologiche che hanno pregiudicato la loro qualità, rendendole pericolose per la salute 
e l’ambiente. Secondo il D.lgs n° 152/06 e ss.mm.ii. (art.74) le acque reflue vengono 
classificate in: 
- Acque reflue domestiche, che sono acque provenienti da insediamenti di tipo residenziale e 
da servizi e derivanti soprattutto da attività domestiche e da scarti del metabolismo umano. 
- Acque reflue industriali, provenienti da tutti quegli edifici che svolgono attività commerciali 
e di produzione di beni 
- Acque reflue urbane conivolgono un miscuglio di acque reflue domestiche e industriali e di 
quelle cosiddette di “ruscellamento”(meteoriche di dilavamento, di lavaggio delle strade 
- Acque reflue industriali assimilabili alle domestiche, che provengono da impianti 
commerciali o di produzione ma che per particolari requisiti qualitativi e quantitativi vengono 
considerate come acque reflue domestiche. 
 Per quanto riguarda le sostanze che si possono ritrovare nelle acque reflue, queste vengono 
distinte in: 
 Sostanze galleggianti sono oli, grassi, schiume e, in generale, i composti insolubili più 
leggeri dell'acqua. 
 Sostanze sospese sono quelle insolubili di densità uguale o superiore a quella dell'acqua, 
mantenute in sospensione dalla turbolenza. 
 Sostanze colloidali costituite da particelle di dimensioni tali (10-7 - 10-5 cm) da non poter 
essere separati dall'acqua con alcun trattamento meccanico. 
 Sostanze disciolte, cioè sostanze omogeneamente disperse allo stato molecolare o ionico 
nell'acqua. 
 Materiali biologici sono rappresentati dagli organismi animali e vegetali presenti nell'acqua. 
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La loro caratterizzazione è definita in base ai parametri indicati nella sottostante tabella: 
 
Parametri usati per caratterizzare un'acqua reflua 
Parametri 
fisici 
 Temperatura 
 Conducibilità elettrica 
 Solidi 
 Colore 
 Odore 
Parametri 
chimici 
 pH 
 Alcalinità 
 Richiesta di O2: Domanda chimica di ossigeno (COD), Domanda 
biochimica di ossigeno (BOD), Total oxygen demand (TOD) 
 Total organic carbon (TOC) 
 Azoto: Ammoniacale, Organico, Nitriti, Nitrati 
 Fosforo: Ortofosfati, Polifosfati, Organico 
 Oli e grassi 
 Oli minerali 
 Tensioattivi 
 Sostanze tossiche 
 Ossigeno disciolto 
Parametri 
biologici 
 Coliformi totali 
 Coliformi fecali 
 Streptococchi fecali 
 Escherichia coli 
 Salmonelle 
Tab. 1 Parametri di caratterizzazione delle acque reflue 
 
Sempre con riferimento all'allegato 5 parte III del D.lgs n. 152/06 a seconda del tipo di acqua 
reflua e del corpo ricettore lo scarico nell'ambiente deve essere effettuato rispettando 
determinati limiti di emissione che si raggiungono mediante appositi trattamenti di 
depurazione. Quindi il trattamento del refluo è tanto più spinto quanto più i corpi idrici 
recettori(mari, fiumi, laghi, etc.) risultano a rischio di inquinamento permanente. Oltre a 
disciplinare gli scarichi mantenendo, almeno in una prima fase transitoria, valori limite di 
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concentrazione per le varie sostanze contenute nelle acque reflue, il decreto concentra 
l'attenzione sulla qualità del corpo idrico recettore prevedendo lo sviluppo di attività di 
monitoraggio per la quantificazione del danno ambientale esercitato dall'uomo ed offrendo le 
basi per la ricerca di sistemi di depurazione "appropriati" in base a specifici obiettivi di qualità 
delle acque naturali. 
Ai fini del corretto inquadramento delle problematiche connesse al riutilizzo diretto delle 
acque reflue occorre avere a riferimento i seguenti presupposti previsti dal decreto: 
a) il riutilizzo deve essere inteso come l’impiego di acqua reflua recuperata di determinata 
qualità per specifica destinazione d'uso, per mezzo di una rete di distribuzione, in parziale o 
totale sostituzione di acqua superficiale o sotterranea; 
b) il recupero deve intendersi come l’operazione di riqualificazione di un'acqua reflua, 
mediante adeguato trattamento depurativo, al fine di renderla adatta alla distribuzione per 
specifici riutilizzi. 
Le destinazioni d'uso ammissibili delle acque reflue recuperate sono quelle di seguito 
richiamate: 
• irriguo: per l'irrigazione di colture destinate sia alla produzione di alimenti per il consumo 
umano e animale sia a fini non alimentari, nonché per l'irrigazione di aree destinate al verde o 
ad attività ricreative o sportive 
• civile: per il lavaggio delle strade nei centri urbani; per l'alimentazione dei sistemi di 
riscaldamento o raffreddamento; per l'alimentazione di reti duali di adduzione, separate da 
quelle delle acque potabili, con esclusione dell'utilizzazione diretta di tale acqua negli edifici a 
uso civile, a eccezione degli impianti di scarico nei servizi igienici  
• industriale: come acqua antincendio, di processo, di lavaggio e per i cicli termici dei 
processi industriali, con l'esclusione degli usi che comportano un contatto tra le acque reflue 
recuperate e gli alimenti o i prodotti farmaceutici e cosmetici. Riguardo ai requisiti di qualità 
per il riutilizzo o irriguo o civile il decreto prevede che le acque reflue recuperate debbano 
essere conformi ai valori limite dei parametri chimico-fisici e microbiologici riportati nella 
tabella allegata al decreto medesimo.  
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A titolo indicativo nella tabella 2 si riporta un quadro di sintesi dei valori di riferimento di 
alcuni parametri analitici caratteristici previsti anche da organismi internazionali. 
 
 
Tab.2 Principali parametri analitici e valori di riferimento per i reflui da impianto di depurazione (da 
Professione Igienista – Manuale dell’Igiene Ambientale e Territoriale. Zanichelli Editore) 
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1.3 Caratteristiche di un impianto di depurazione e procedure di 
depurazione 
Gli impianti di depurazione di acque reflue civili hanno un layout che segue ben precise linee 
di processo. La dimensione del singolo impianto può determinare esigenze di trattamento 
diverse al fine di ottenere acque in uscita verso il bacino recettore rientranti nei parametri di 
legge (D.Lgs. 152/06, art. 74, c. 1, lett. a). Si possono distinguere impianti medio-grandi, che 
necessitano di un presidio costante per l’esercizio, la conduzione e la manutenzione, ed 
impianti piccoli (microimpianti) in cui è sufficiente il controllo dei parametri di processo e di 
manutenzione secondo una periodicità in funzione dell’esercizio e della parcellizzazione della 
rete di depurazione. A seconda della gestione aziendale, possono esistere squadre di operatori 
che agiscono esclusivamente sugli impianti di depurazione e squadre che, al contrario, 
conducono sia depuratori sia l’intero sistema dei servizi idrici integrati (captazione, 
sollevamento, conduzione, adduzione, raccolta, distribuzione).  
I processi di trattamento dei liquami e dei fanghi sono riportate nelle seguenti tabelle (La sicurezza 
per gli operatori degli impianti di depurazione delle acque reflue civili  - Pubblicazione Inail 
2009) : 
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Tab. 3  Processi di trattamento dei liquami 
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Tab.4 Processi di trattamento dei fanghi 
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1.4 Il rischio biologico  
 
Il D.lgs. 81/08 disciplina l’insieme delle attività che sono sottoposte al rischio biologico. 
Questo tipo di rischio deve essere associato alle caratteristiche e alle proprietà dell’agente 
patogeno  ma anche alle modalità di esposizione all’agente stesso. In pratica si valutano tutte 
le possibilità che ha l’agente biologico, situato in origine all’esterno dell’organismo, di 
penetrarvi e provocare danni più o meno gravi sia nei confronti della salute dei lavoratori che 
della popolazione in generale. Le caratteristiche principali che vanno prese in considerazione 
sono:  
- l’infettività, intesa come capacità di un microrganismo di penetrare e moltiplicarsi nell’ospite; 
- la patogenicità, riferibile alla possibilità di produrre malattia a seguito di infezione e la gravità 
della stessa; 
- la trasmissibilità, cioè la caratteristica di un microrganismo di essere trasmesso da un soggetto 
infetto ad uno suscettibile; 
- la neutralizzabilità, intesa come la disponibilità, o meno, di efficaci misure profilattiche per 
prevenire la malattia o terapeutiche per la sua cura.  
A questo scopo si è stilata una classificazione dei vari agenti biologici, che sono stati 
suddivisi in quattro gruppi in base alla pericolosità intrinseca dell’organismo e al grado di 
controllo e di intervento che si può realizzare. 
 
 
Tab.5 Classificazione degli agenti biologici secondo il D.Lgs. 81/08 
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Gli impianti di depurazione di acque reflue sono da considerare ad esposizione potenziale agli 
agenti biologici e visto l’uso di microrganismi con funzione degradativa aerobica o 
anaerobica sono considerati ad esposizione deliberata. Si parla di esposizione deliberata ogni 
qualvolta che gli agenti biologici vengono deliberatamente introdotti all’interno del ciclo 
lavorativo. È lecito dedurre come gli impianti di depurazione siano interessati da un alto grado 
di rischio visto che sia nel refluo in ingresso che nei fanghi di supero (residui dei trattamenti) 
possono essere presenti agenti patogeni capaci di provocare l’insorgenza di malattie quali tifo, 
paratifo, dissenteria, epatite, infezioni cutanee, gastroenteriche di varia natura, tetano etc. 
Le diverse specie microbiche e le relative concentrazioni sono legate alle situazioni 
epidemiologiche locali e ai livelli di depurazione cui vengono sottoposti i liquami. I 
microrganismi più comunemente rilevati negli impianti di depurazione rientrano nei gruppi 1 
e 2 riportati nella tabella 5. 
I lavoratori che operano negli impianti di depurazione possono, quindi, essere esposti ad 
aerosol contenenti un’elevata concentrazione di agenti biologici potenzialmente pericolosi, 
anche in funzione delle condizioni meteorologiche stagionali. Lo sviluppo di bioaerosol 
avviene soprattutto per l’azione meccanica di organi in movimento, nell’ambito di vortici e 
salti di livello dei reflui, nelle fasi di pompaggio, in tutti i casi di formazione degli spruzzi. La 
contaminazione microbica dell’aria può subire un fenomeno di dispersione in funzione delle 
caratteristiche strutturali dell’impianto, dei movimenti generati nei diversi processi o dei 
fattori meteorologici, quali ad esempio velocità e direzione del vento, umidità e temperatura 
Il più alto livello di contaminazione generale è stato riscontrato in primavera ed in estate, in 
corrispondenza di livelli di temperatura più elevata (carica batterica mesofila e psicrofila oltre 
3000 UFC/m
3
; e carica micetica superiore a 2000 UFC/m
3
).  
In generale la contaminazione dei lavoratori può avvenire attraverso: 
 inalazione di goccioline d’acqua, particolato e polveri contaminate e disperse attraverso le 
lavorazioni; 
 via cutanea o mucosa, contatto diretto con ferite nella pelle, contatto oculare; 
 via digestiva, contagio accidentale per cattiva igiene personale. 
Allo stesso modo il rischio biologico derivante dagli impianti è associato alle infezioni 
enteriche della popolazione che usufruisce di tali risorse. Il maggior rischio proviene dalla 
contaminazione fecale. 
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Fig.1 Vie di contaminazione fecale 
 
In base alla provenienza, quindi, della contaminazione è possibile avere diverse vie di 
penetrazione con i conseguenti effetti sulla salute (Fig. 2). 
 
 
Fig.2 Vie di penetrazione e relativi effetti sulla salute 
 
Ad ogni tipo di infezione sono associati diversi agenti, i quali si differenziano appunto per via 
di trasmissione ed effetto sulla salute. Nella tabella 6 sono riportati alcuni patogeni associati 
alle diverse tipologie di infezione. 
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Patogeni responsabili 
Infezioni gastriche 
Infezioni 
respiratorie 
Infezioni 
cutanee, 
mucose, 
oftalmiche 
Batteri Virus Protozoi   
Campylobacter 
Spp., E. Coli 
Pathogenic, 
Francisella 
Tularensis, 
Salmonella 
Spp. Including  
S. Typhi, 
Shigella 
Spp.,Vibrio 
Cholerae  
 
Adenoviruses 
Astroviruses 
Enteroviruses 
Hepatitis A 
virus 
Hepatitis E 
virus 
Noroviruses 
Rotaviruses 
Sapoviruses  
 
Cryptosporidium 
Hominis/Parvum 
Cyclospora 
Cayetanensis 
Dracunculus 
Medinensis 
Entamoeba 
Histolytica 
Giardia 
Intestinalis 
Toxoplasma 
Gondii 
Adenoviruses 
Enteroviruses 
Legionella 
Pneumophila 
Mycobacteria 
(Non-
Tuberculous) 
Naegleria 
Fowleri  
 
Canthamoeba 
Spp. 
Burkholderia 
Pseudomallei 
Leptospira Spp. 
Mycobacteria 
(Non-
Tuberculous) 
Schistosoma 
Mansoni  
 
Tab.6 Elenco dei patogeni associati alle diverse tipologie di affezioni 
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1.5 Epidemiologia dell’associazione fra l’attività di trattamento e 
smaltimento dei liquami urbani, il loro riuso e le infezioni enteriche  
 
Il riscontro di un aumento del numero di epidemie idrodiffuse nei paesi industrializzati ha 
portato, negli ultimi anni, ad una maggiore attenzione verso le problematiche connesse alla 
presenza dei microrganismi patogeni nelle risorse idriche. La prima epidemia idrica 
scientificamente documentata, si ha a Londra nel 1854. Lo studio epidemiologico di John 
Snow, stabilì che il consumo d’acqua proveniente da liquami pubblici contaminati, era 
associabile con l’epidemia di colera esplosa in quell’anno. Un dato certo e preciso sulla 
morbosità e mortalità legate al consumo di acqua contaminata non è al momento disponibile, 
ma la WHO (World Health Organization) ha stimato che le patologie diarroiche di origine 
idrica e alimentare siano la causa di circa 2,2 milioni di persone all’anno.  
Per meglio valutare i problemi e i rischi connessi alla qualità microbiologica dell’acqua, a 
partire dal 1920 gli USA hanno avviato un programma per la raccolta dei dati di statistiche 
nazionali sulle patologie causate da acqua contaminata. 
 
Fig.3 Dati epidemiologici riportati dagli USA nel periodo 1920-2000 
 
La raccolta dei dati relativi ad epidemie idriche negli Stati Uniti nel periodo 1920-2000, 
riporta 1870 epidemie, con 883.806 casi di malattia, una media di 10.648 all’anno. 
Dal 1971, CDC e U.S. Environmental Protection Agency (EPA), e The Conuncil of State and 
Territorial Epidemiologists (CSTE), collaborano al “Waterborne Diseases and Outbreaks 
Surveillance System (WWBDOSS) che riporta I casi e le cause di epidemie che hanno l’acqua 
come veicolo. Ogni anno viene pubblicato il “Morbidity and Mortality Weekly Report” in cui 
viene fatto il resoconto delle epidemie idriche dell’anno in questione. L’ultimo tratta la 
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situazione relativa al periodo 2007-2008 in 39 stati degli USA, in cui sono state registrate 134 
epidemie legate ad una contaminazione idrica, con 13.966 casi di malattia. 
 
Fig.4 Numero di epidemie idrotrasmesse secondo il Morbidity and Mortality Weekly Report 
 
In Europa il peso delle epidemie diarroiche attribuibili a scarse condizioni igieniche 
dell’acqua, tra la popolazione di età compresa tra 0-14 anni, è stimato a 13.500 (5,3% delle 
morti totali). 
Uno studio del 2007 dell’ENHIS riguardante 7 paesi, riporta 75 epidemie di origine idrica con 
più di 12.000 casi di malattia, nel periodo 2000-2005. 
a)  
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b) 
Fig.5 a)Numero di epidemie idrotrasmesse nel periodo 2000-2005 in alcuni paesi europei; 
b)Numero di casi di malattia attribuiti a epidemie idrotrasmesse in alcuni paesi europei; 
 
Dalla raccolta cumulativa di dati provenienti da 53 studi epidemiologici svolti sul territorio 
italiano dal 1980 al 1996, risulta un totale di circa 55.000 casi di malattia con sintomi diarroici 
associati al consumo/contatto di acqua contaminata. 
La politica di gestione delle risorse idriche sia dei singoli paesi che a livello mondiale prevede 
una serie di normative che ne regolamentano utilizzo, trattamenti, qualità microbiologica e 
chimica. 
ITALIA EUROPA INTERNAZIONALE 
Legge Galli (nr.36/94) 
Liquami 
CE Directive 91/271 
Riuso dell’acqua 
W.H.O. guidelines 
D.M. n°182/2003 
Riuso dell’acqua 
96/61 CE -  2000/60/CE 
Acque 
U.S. EPA guidelines 
D.L.n°152 2006 
Acqua 
1882/2003 EC 
Acqua destinata al consumo 
umano 
 
D. Lgs. N. 31 del 02/02/01 - 
D.Lgs. N. 27 del 2/02/02 
Acqua destinata al consumo 
umano 
Directive 2006/7/CE 
Acque di balneazione  
D. Lgs N 116/2008 
Acque di balneazione   
Tab. 7 Principali normative per la gestione delle acque 
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Tali direttive come suddetto prevedono normative sulla ricerca e identificazione dei diversi 
agenti biologici abitualmente presenti nelle matrici considerate, tale approccio prevede una 
selezione dei patogeni di riferimento secondo le seguenti caratteristiche: 
• Trasmissione tramite acqua come affermata via di infezione 
• Buona conoscenza dell’agente e dati sufficienti su carico malattia e relazione dose-risposta  
• Presenza nella acque di fonte 
• Persistenza nell’ambiente 
• Sensibilità alla rimozione o inattivazione dopo trattamenti 
• Infettività, incidenza e  gravità della malattia  (WHO Guidelines 4° edition) 
 
Secondo i dati della WHO e dell’EPA i patogeni su cui attenzionare gli studi sono: 
Legionella, Vibrio, Campylobacter, E.coli 0157:H7, Salmonella, Shigella e i virus enterici in 
particolare Adenovirus, Rotavirus, HAV, Norovirus, Enterovirus. 
 
Molti studi riferiscono come tali agenti siano responsabili delle epidemie enteriche a livello 
europeo ed internazionale.  
 
1.5.1 Rotavirus  
Sono un genere di virus a RNA con doppio capside. La gastroenterite da Rotavirus è una 
malattia diffusa in tutto il mondo, in Europa e nel resto delle zone temperate del pianeta, il 
virus si presenta con picchi di incidenza stagionale. La principale via di trasmissione del virus 
è quella oro-fecale, ma qualche volta la diffusione può avvenire anche per contatto e per via 
respiratoria. Poiché il virus è stabile nell'ambiente, la trasmissione può avvenire attraverso 
l'ingestione di acqua o cibo contaminato o a causa del contatto con superfici contaminate.; 
sono responsabili dell’80% dei casi di diarrea ogni anno, in particolar modo colpiscono 
bambini e il tasso di mortalità è molto alto soprattutto nei paesi in via di sviluppo con circa 
870.000 mori ogni anno. 
 
1.5.2 Norovirus 
Appartengono alla famiglia dei Caliciviridae, virus a singolo filamento di Rna, e 
rappresentano uno tra gli agenti più diffusi di diarrea virale epidemica, costituendo così un 
serio problema nel campo della sicurezza alimentare. Questi virus colpiscono persone di tutte 
le età, sono spesso trasmessi dal cibo o acqua contaminati (soprattutto contaminanti fecali) 
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(Lopmam et al., 2003). La diversità antigenica dei calicivirus e la  breve durata dell’ immunità 
alle infezioni permette il ripetersi di episodi infettivi nel corso della vita (Glass et al., 2001). 
 
1.5.3 HAV 
Il virus dell'epatite A (HAV) è un virus a RNA appartenente agli Heparnavirus, un genere 
della famiglia dei Picornaviridae. Questi virus sono associati con i rifornimenti d'acqua e di 
servizi igienici inadeguati e scarsa igiene, con conseguente infezione e infiammazione del 
fegato. Scarsa igiene nelle regioni in via di sviluppo, tuttavia, comporta l'infezione precoce di 
HAV e la protezione permanente da parte i gravi effetti negativi osservati in persone non 
esposte (nelle regioni sviluppate) di 50 anni o più anziani (Kindhauser, 2003). 
 
1.5.4 Enterovirus (Coxackie B) 
Gli enterovirus sono un genere di ribovirus della famiglia dei PicornaviridaeSono resistenti ad 
offese chimiche e fisiche e possono sopravvivere lungamente nell’ambiente. Non vengono 
inattivati dai succhi gastrici e biliariLa trasmissione si attua mediante la via oro-fecale ed 
attraverso le vie respiratorie. Coxsackie B è un virus citolitico della specie degli Enterovius 
umani B, Causano varie patologie: da blande forme gastrointestinali a pericardite e 
miocardite. È stato suggerito che almeno il 70% della popolazione sia stata esposta al virus 
che infetta le cellule cardiache e che almeno la metà di esse abbia avuto episodi di miocardite 
asintomatica. Studi dell’OSM (1975-1985) hanno dimostrato che il CVB ha la più alta 
incidenza di infezioni cardiache di tutti i virus. Infatti il 3% delle persone che mostrano 
cardiomiopatia sono stati infettati dal CVB 3. 
 
1.5.5 Adenovirus 
Gli adenovirus sono virus complessi a DNA, con diametro di 70-80 nm. Gli adenovirus umani 
appartengono al genere Mastadenovirus, di cui si riconoscono attualmente 47 sierotipi. 
Adenovirus 40 e 41 rappresentano il 5-20% dei ricoveri ospedalieri degli Stati Uniti per la 
diarrea, soprattutto nei bambini di età inferiore ai 2 anni (Uhnoo et al 1984;.. Kotloff et al 
1989). L'incubazione dura dai 3 ai 10 giorni, e la malattia (di solito una diarrea acquosa) può 
durare una settimana. l'infezione in giovane età da AdV aumenta gradualmente i livelli di 
immunità della popolazione. Solo il 20% dei bambini fino a 6 mesi hanno anticorpi contro 
questi virus, ma all'età di 3 anni questo dato sale fino al 50. L'incidenza è di circa 400/800 
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persone ogni 100 000 in particolare nei gruppi di età 0-1 e 1-4 anni. Meno del 4% delle 
infezioni di AdV coinvolgono persone oltre 5 anni. 
 
1.5.6 Salmonella Enterica 
È un batterio gram-negativo, flagellato, a forma di bastoncello che appartiene al genere delle 
Salmonelle. Negli USA ogni anno 250.000 episodi di malattia alimentare e il 45% è causato 
da Salmonella. In Francia sono responsabili, mediamente, dell’80% di tutti i casi di malattia 
alimentare e in Italia si sono avuti 45.000 episodi nel 1997, scesi a 25.000 nel 2000 e risaliti a 
35.000 nel 2003. I sierotipi maggiormente rilevati sono stati Typhimurium ed Enteritidis. 
Solitamente si ritrovano nelle feci e nelle urine e le possibili vie di infezione sono cibi e 
bevano che sono stati gestiti personale infetto o bevendo acqua che è stata contaminata da 
liquami contenenti i batteri.  
 
1.5.7 Escherichia coli O157: H7 
Escherichia coli O157: H7 o Escherichia coli enteroemorragico o EHEC è un batterio gram-
negativo, è un ceppo entero-emorragico del batterio Escherichia Coli che è causa di malattie a 
trasmissione alimentare. I ceppi EHEC sono in grado di promuovere un'istopatologia A/E 
(vedi EPEC) e di secernere la tossina Stx-1 (identica alla tossina di Shigella) insieme alla 
tossina Stx-2 (60% di analogia alla tossina di Shigella). Entrambe le tossine sono codificate da 
fagi lisogeni, hanno la capacità di bloccare la sintesi proteica negli enterociti promuovendo la 
loro distruzione, ciò è accompagnato da una diminuzione della capacità di assorbimento, 
comporta la presenza di una diarrea molto liquida e sanguinolenta. Uno studio prospettico, 
basato sulla popolazione studio condotto nell'area di Seattle nel 1985 e nel 1986 ha registrato 
un 'incidenza di 8 infezioni ogni 100.000 persone per anno. Sulla base di ciò, si ritiene che E. 
coli O157: H7 causi 21.000 infezioni negli Stati Uniti ogni anno (Mc Donald, 1988).  
 
Su tali basi epidemiologiche tutte le associazioni nazionali ed internazionali hanno focalizzato 
la loro attenzione sulla ricerca di nuovi metodi di vario genere per l’identificazione ed 
isolamento di questi patogeni nelle matrici idriche, cercando di trovare così delle metodologie 
che permettano in maniera semplice e veloce di prevenire il ripetersi di epidemie 
idrotrasmesse. 
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1.6 Metodi di identificazione 
 
Fino ad oggi i metodi di identificazione utilizzati per il controllo della qualità microbiologica 
delle acque non prevede una ricerca diretta degli agenti biologici ritenuti altamente pericolosi 
per la salute, ma si basa fondamentalmente su un rapporto indiretto che utilizza la presenza di 
indicatori di contaminazione tramite i quali di ipotizza poi la presenza ulteriore di 
microrganismi patogeni. Premesso il fatto che la tecnica ideale non esiste, un metodo di 
identificazione dovrebbe garantire: specificità, sensibilità, praticità e rapidità di esecuzione, 
costo contenuto e analisi di campioni polimicrobici. Secondo il testo “Indicators for 
waterborne pathogens” gli indicatori di contaminazione fecale ad esempio, dovrebbero avere 
determinate caratteristiche tra le quali: 
 non essere essi stessi dei patogeni 
 essere presente ogni qualvolta sono presenti i patogeni 
 presentarsi maggiormente rispetto ai patogeni 
 essere più resistenti ai trattamenti rispetto ai patogeni 
 crescere rapidamente nei terreni di coltura 
 presentare reazioni caratteristiche e semplici che permettano l’univoca identificazione 
 crescere ampiamente quando inoculato nel terreno di coltura, indipendentemente dagli altri 
organismi presenti 
 essere identificato facilmente 
 presentare limitata variabilità di siero gruppi e genotipi 
 presentare le stesse vie di trasmissione dei patogeni e la specifica origine fecale o almeno 
identificabili fonti di origine 
 
Sempre secondo la stessa fonte tali indicatori sono: Coliformi fecali, coliformi totali, 
Enterococchi intestinali, Clostridium perifringens, conta batterica su agar a 22°C, conta 
batterica su agar a 36°, Batteriofagi. 
Il problema reale è che nessuno degli indicatori proposti è rappresentativo di tutti i patogeni 
potenzialmente presenti, inoltre manca una vera relazione tra indicatori e patogeni, ma 
soprattutto risultano essere più sensibili ai trattamenti rispetto ai patogeni, quindi ci 
potrebbero essere dei falsi positivi non ritrovando l’indicatore, ma il patogeno potrebbe essere 
ancora presente. 
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I metodi attualmente utilizzati secondo le normative vigenti riguardano la crescita in coltura 
degli indicatori.  
 
a b  
Fig. 7 a) Terreno MSA, viraggio di colore; b) Terreno Baird Parker Agar-RPF colonie di Stafilococco 
coagulasi 
 
Tali metodi nonostante il loro costante uso presentano notevoli svantaggi. Partendo già dal 
voler esaminare la sola presenza degli indicatori che come già precedentemente esposto non 
danno garanzie di presenza o assenza dei patogeni, i metodi colturali hanno una scarsa 
sensibilità, quindi piccole quantità di agente non vengono rilevate. Gli indicatori hanno tempi 
di crescita molto lunghi, quindi i tempi di risposta si allungano e quindi anche le azioni per 
poter rimediare ad eventuali contaminazioni. La bassa specificità dei terreni non garantisce 
che all’interno della piastra crescano solo gli organismi ricercati, portando così anche un’alta 
suscettibilità alle contaminazioni batteriche esterne. Molti dei microrganismi non sono 
coltivabili e quindi non si può avere un protocollo colturale di riferimento impossibilitando la 
ricerca di questi stessi. Infine i metodi colturali non sono adatti per analisi polimicrobiche con 
enorme spesa di materiale e di tempo. 
Per tali ragioni gli studi per il monitoraggio delle acque stanno focalizzando la loro attenzione 
su nuovi protocolli. La standardizzazione di nuovi metodi non è senz’altro semplice in quanto 
prevede passaggi laboriosi e non privi di difficoltà, come effettuare prove su campioni 
artificialmente contaminati con quantità note di campione in modo da poter stimare 
l’efficienza di recupero e i limiti di sensibilità. Le prove devono essere ripetute in diversi 
laboratori per testare la riproducibilità del metodo, per tale motivo è necessario disporre di 
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notevoli quantità di campione. In particolar modo i metodi molecolari si stanno proponendo 
come efficace alternativa alle tecniche colturali.  
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1.7 Metodi molecolari 
 
I metodi molecolari si basano sull’identificazione delle componenti molecolari della cellula 
quali DNA, RNA e proteine. La spinta all’utilizzo di tali metodiche viene data dalla 
comprensione, negli anni ’60, da parte dei biologi molecolari di poter manipolare tali 
componenti. Fondamentale in tale sviluppo è stata la possibilità di sequenziale il genoma di 
molti organismi e quindi di poterne studiare le caratteristiche di conservazione e di variabilità. 
Naturalmente anche queste tecniche presentano dei limiti come l’incapacità di determinare la 
vitalità dei microrganismi rilevati, i falsi positivi o negativi, e al momento ancora molto 
costosi. Queste tecniche sfruttano il principio del riconoscimento genomico, andando ad 
effettuare un’identificazione selettiva di un DNA target. Così facendo i tempi di analisi 
diminuiscono ed anche la resa è superiore. Le metodiche oggetto di studio in questa tesi sono 
la Real Time PCR e le piattaforme Microarray. 
 
1.7.1 Real Time PCR 
 
La Real Time PCR prevede l’amplificazione selettiva in vitro di una sequenza di DNA target, 
con l’uso di determinati componenti: campione con sequenza di DNA target, DNA Polimerasi 
termostabile (Termophylus Acquaticus, Taq Polimerasi), due oligonucleotidi  (primer da 15-
25 bp) specifici per la sequenza standard, dNTPs. Il procedimento come la PCR 
convenzionale comprende cicli termici nei quali si ha la produzione di copie del segmento 
target, tali cicli comprendono tre step principali che sono: 
- Denaturazione a 94-96°C 
- Annealing a 50-65°C (varia in base alla lunghezza dei primer) 
- Allungamento a 72°C 
  
Fig.8 Schema di amplificazione 
durante una PCR 
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I vantaggi generali che offre l’utilizzo di tale tecnica sono: 
1) Velocità e facilità d’uso 
In poche ore si possono ottenere milioni di copie della sequenza di DNA target 
2) Sensibilità 
Virtualmente è possibile utilizzare il DNA di una singola cellula come template 
(contaminazione) 
3) Robustezza 
Amplificazione possibile anche utilizzando DNA di bassa qualità 
 
Purtroppo non manca di svantaggi: 
 
1) Solo sequenze note 
Necessario conoscere la sequenza del DNA da amplificare per sintetizzare i primers 
2) Dimensioni e quantità limitate 
Dimensioni medie dell’amplicone 0.1-5kb 
Quantità limitata rispetto alle tecniche di clonaggio 
3) Proofreading  
Taq polimerasi manca dell’attività 3’5’ esonucleasica, 20 cicli di reazione su un frammento 
di 1 kb produrranno 40% di frammenti con una mutazione puntiforme (1/10000)  
La resa teorica del processo è 2
n
, il prodotto aumenta esponenzialmente con il numero dei 
cicli termici e dipende dal numero di copie iniziali presenti nel campione: 
P=(2)
n 
T     
 
 
Fig.9 Esempio grafico di una 
curva cinetica durante il 
processo di amplificazione 
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La resa effettiva invece dipende dall’effetto plateau, poiché il processo di duplicazione non 
procede “all’infinito”, esso è limitato da:  
- Quantità dei primers 
- Attività della Taq polimerasi 
- Reannealing dei filamenti 
Quindi raggiunto il plateau non si osserva più un incremento nei prodotti. 
Tali caratteristiche sono comuni alla PCR convenzionale, ciò che differenzia la Real Time 
PCR è il dato quantitativo che questa tecnica può rilevare. Ciò è possibile grazie all’uso di 
marcatori fluorescenti che vengono utilizzati per segnalare la presenza del template di 
riferimento.  
 
 
Fig.10 Schematizzazione dei processi di PCR e Real Time PCR convenzionale 
 
La Real Time PCR  permette di monitorare in tempo reale il segnale di fluorescenza emesso 
da un colorante fluorescente, proporzionale alla quantità di DNA target presente in un 
campione. Confrontando le curve di fluorescenza di un campione incognito con quelle di un 
controllo, e possibile risalire alla quantità di DNA bersaglio presente nel campione. A 
differenza di ciò che avviene in una PCR qualitativa o “end-point”, in cui l’amplificato viene 
apprezzato nella fase finale della reazione (quando l’amplificazione ha raggiunto il plateau 
dovuto all’esaurimento dei nucleotidi e alla diminuita efficienza della Taq polimerasi), nella 
PCR Convenzionale Real Time PCR 
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Real-time PCR la quantificazione avviene durante la fase esponenziale dell’amplificazione, 
rendendo il risultato della quantificazione più preciso ed affidabile. 
I parametri che caratterizzano il grafico delle curve di amplificazione di un’analisi di Real 
Time PCR (Figura 2) sono: 
- linea di base (baseline): linea orizzontale che indica il valore al di sopra del quale inizia 
l’accumulo di fluorescenza; 
- linea di soglia (threshold line): linea parallela alla linea di base, che interpola le curve di 
amplificazione nella fase esponenziale (può essere posizionata automaticamente dal software 
o autonomamente dall’operatore); 
- ciclo di soglia (Ct) (threshold cycle): ciclo di PCR misurato per ciascun campione, in cui la 
curva di amplificazione interseca la linea di soglia; 
- Delta Ct (Δ Ct): differenza tra il valore di Ct ottenuto con la curva di amplificazione del 
campione ed il Ct ottenuto con la curva di amplificazione dello standard. 
 
Fig.11 Esempio di curva di amplificazione 
 
Nell’asse delle ascisse è riportato il numero di cicli di PCR e in quello delle ordinate le 
“Relative Fluorescence Units” (RFU) rilevate dallo strumento. 
 I parametri che caratterizzano la curva standard o retta di taratura con la quale possono essere 
quantificare i campioni incogniti sono: 
- il coefficiente di correlazione (R2): e una misura descrittiva, indicativa di eventuali errori 
sistematici e può andare da 0 (nessuna correlazione tra i punti costituenti la retta) a 1 
(massima correlazione); 
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- l’efficienza di amplificazione (E): = [10 (-1/slope)]-1, risulta inversamente proporzionale alla 
pendenza della retta di regressione (o slope) ed e influenzata dal corretto disegno e dalla 
buona qualità del sistema di primer e sonda, dall’opportuna preparazione dei calibratori per la 
costruzione della curva standard (DNA puro e corretta diluizione) e dall’utilizzo dei corretti 
parametri di reazione quali T° di appaiamento e concentrazione di primer e sonda. 
 
 
Fig 12 Esempio di curva standard 
 
Nell’analisi di Real-time PCR può essere definito “calibratore” un qualsiasi campione che 
contiene una quantità nota di DNA oggetto dell’analisi, in varie diluizioni in modo da poter 
costruire le curve di taratura. Tra i metodi di quantificazione maggiormente utilizzati  in Real 
Time PCR ci sono: 
- il metodo basato sul “Δ Ct”; 
- il metodo basato sulla “Curva standard”. 
Il metodo del “Δ Ct” prevede l’utilizzo di DNA estratto da campioni a quantità nota di DNA 
diluiti, per ciascuno dei campioni noti impiegati si ricava il valore del “Δ Ct” calcolando la 
differenza tra il Ct della curva di amplificazione del campione noto ed il Ct della curva di 
amplificazione del gene ricercato. Il metodo della “Curva standard” prevede l’utilizzo di 
DNA estratto da un determinato calibratore, diluito serialmente in 4 o 5 punti a 
concentrazione scalare aventi quantità note di DNA noti all’operatore. Le diluizioni più 
utilizzate sono 10
-2
, 10
-3
, 10
-4
, 10
-5
, sempre in base al titolo di partenza. I Ct dei punti di 
diluizione del calibratore e i logaritmi decimali dei rispettivi numeri di copie geniche 
costituiscono le coordinate (rispettivamente ordinate e ascisse) dei punti la cui retta 
interpolante costituisce la retta di calibrazione.  
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I metodi di rivelazione utilizzati in Real-time PCR si possono suddividere in due gruppi, 
basati sull’impiego di: 
- molecole fluorescenti che legano in modo aspecifico il DNA a doppio filamento; 
- sonde sequenza-specifiche marcate con fluorofori. 
Le molecole come il Sybr green, sono aspecifiche,  sono altamente fluorescenti solo quando 
sono intercalate nella doppia elica di DNA, come mostrato in Figura 13.  
 
 
Fig 13 Esempio grafico di molecola di Sybr green intercalata nel solco minore del DNA 
 
Quando il DNA e in stato di singolo filamento le molecole di Sybr green non si legano alle 
basi del DNA e la fluorescenza emessa e molto bassa. A seguito della polimerizzazione da 
parte della Taq polimerasi le molecole di Sybr green si trovano intercalate nel DNA a doppia 
elica. Maggiore e il numero di molecole di fluoroforo intercalate, maggiore e il segnale di 
fluorescenza. I vantaggi dell’utilizzo del Sybr green sono l’estrema versatilità (può essere 
utilizzato con qualunque coppia di primer e dunque per qualunque sequenza), l’economicità e 
l’intenso segnale di fluorescenza. 
 
   
Molcola fluorescente                  Emissione fluorescenza          Polimerasi 
 
Figura 14 Funzionamento della sonda Sybr Green 
 
Il metodo basato su Sybr green possiede tuttavia lo svantaggio di produrre un segnale non 
specifico poiché la molecola può legarsi anche a sequenze di DNA aspecifico, generando falsi 
positivi. L’ostacolo può essere parzialmente superato effettuando una curva di dissociazione 
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(melting curve) al termine della corsa di PCR (Figura 15).La curva di melting consiste in un 
aumento graduale della temperatura da 50 °C,condizione in cui tutto il DNA e a doppia elica e 
la fluorescenza e massima, a 94 °C, temperatura alla quale tutto il DNA e in forma dissociata 
e la fluorescenza e minima. Ogni frammento di DNA a doppia elica si dissocia ad una 
caratteristica temperatura, chiamata temperatura di melting (Tm), che e definita come la 
temperatura alla quale il 50% del DNA e in forma di singolo filamento. 
 
 
Figura 15 Esempio di curve di melting : nell’asse delle ascisse è riportata la temperatura, in quello delle 
ordinate il segnale di fluorescenza. 
 
Alla temperatura corrispondente alla Tm dei prodotti di PCR si noterà un flesso nella curva di 
melting e quindi si potrà valutare se durante la PCR si sono formati prodotti aspecifici o 
secondari. Se i flessi di fluorescenza sono più di uno, si evince che nella reazione di PCR si 
sono formati amplificati aspecifici. 
I flessi di fluorescenza, per comodità, vengono trasformati in picchi eseguendo la derivata 
prima della curva. Esistono in commercio diversi mix di PCR contenenti Sybr green o in 
alternativa si può acquistare la soluzione pura di Sybr green e mettere a punto nel proprio 
laboratorio i saggi di PCR Real-time. 
Le sonde sequenza-specifiche marcate con fluorofori assicurano invece la massima specificità 
di reazione, essendo complementari ad un tratto di DNA contenuto all’interno delle sequenze 
dei primer, ma di contro sono piuttosto costose. Esistono diverse tipologie di sonde 
fluorescenti: le sonde Taqman e le sonde di ibridazione (di utilizzo più diffuso), le sonde 
Molecular Beacon e le QuantiProbe. Le sonde Taqman sono oligonucleotidi a singolo 
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filamento di circa 20-25 bp marcati al 5’ con una molecola fluorescente detta “reporter” ed al 
3’ con una molecola detta "quencer” (Figura 16). 
 
 
Fig. 16 Esempio grafico di sonda Taqman 
 
Nella fase di denaturazione a 94 °C, quando il DNA e a singolo filamento, il quencer assorbe 
la fluorescenza emessa dal reporter. Nella fase di appaiamento, i primer e la sonda si legano 
al tratto di DNA complementare. Quindi, nella fase di estensione, la Taq polimerasi a partire 
dal primer Fw trascrive l’elica complementare fino a che, giunta alla sonda, inizia a digerirla, 
un nucleotide alla volta, mediante attività esonucleasica. 
Il reporter, legato al 5’ del primo nucleotide viene cosi allontanato dal quencer ed il segnale 
di fluorescenza, non più schermato, viene rilevato dallo strumento. 
 
 
 
 
Figura 17 Funzionamento della sonda Taqman 
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Le sonde di ibridazione, invece, sono formate da una coppia di oligonucleotidi coniugati con 
una molecola fluorescente, disegnati in modo tale da legarsi sulla sequenza bersaglio ad una 
distanza di poche basi (Figura 18). 
L’analisi che si avvale di questo tipo di sonde e basata sul trasferimento di energia di 
risonanza fluorescente (FRET) tra i due fluorofori, durante il quale un fluoroforo donatore, 
eccitato da una luce blu (LED), trasferisce la sua energia al fluoroforo accettore solo nel 
momento in cui si trova nelle sue immediate vicinanze. Il fluoroforo accettore emette luce ad 
una lunghezza d'onda superiore a quella del donatore, che viene rilevata dallo strumento in 
canali specifici. 
Il principio FRET dipende infatti dalla vicinanza sterica dei due fluorofori. In assenza del 
bersaglio non avviene il trasferimento di energia. La quantità di coppie di sonde ibridate 
aumenta assieme al prodotto di PCR. Il segnale e proporzionale alla quantità di amplicone 
accumulato (ENEA - Ente per le Nuove tecnologiel’Energia e l’Ambiente, 2007). 
     
 
Figura 18 Funzionamento delle sonde FRET 
 
I numerosi ambiti per cui si propone la Real Time PCR comprendono anche lo studio delle 
comunità microbiche ambientali. Diversi studi di quantificazione sono stati effettuati con 
questa tecnica altamente specifica e sensibile, portando a questa branca della biologia  nuove 
possibilità di screening di alto livello. Uno studio in Nuova Zelanda ha valutato l’affidabilità 
di una Multiplex Real Time PCR per valutare il livello di inquinamento microbico in matrici 
ambientali sia di origine animale che umana, progettandolo in modo da poter distinguere tra 
fonti di inquinamento umane e animali in cui erano compresi genogruppi norovirus I, II e III; 
tipi di adenovirus suina 3 e 5; adenovirus ovini; atadenovirus; adenovirus umano specie C e F, 
che sono escreti dagli esseri umani infetti, suini, bovini, pecore, cervi, e capre, e per la 
rilevazione di RNA F di batteriofago dei genogruppi I a IV, che sono associati ai rifiuti umani 
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e animali. La sensibilità di questi Viral ToolBox (VTB) è stata testata contro campioni 
contenenti plasmidi che portano le sequenze bersaglio dei rispettivi virus in 10 diluizioni 
seriali ed è stato dimostrato di poter  rilevare almeno 10 copie di plasmide per ciascun test 
senza cross reazioni altamente significative. Questo gruppo di virus enterici e respiratori 
dell'uomo e degli animali hanno dimostrato che questi test possono essere altamente sensibili 
e specifici,  possono quindi  risultare un promettente strumento per studi futuri di 
tracciamento dei virus ambientali (Wolf, 2010). Un altro studio a messo a confronto la Real 
Time PCR con i metodi colturali per la ricerca di Adenovirus ed Enterococchi in acque reflue, 
tale studio ha dimostrato l’assoluta superiorità della Real Time PCR in tutte le varie 
caratteristiche studiate (specificità, sensibilità, ecc) riscontrando solo qualche problematica di 
sovrastima numeraria, per tale motivo questa tecnica si è ulteriormente dimostrata essere un 
efficace strumento altamente sensibile e specifico per la ricerca microbica in matrici 
ambientali come le acque reflue, matrice oggi sotto accusa di un gran numero di infezioni 
enteriche a livello mondiale (Jian-Wen He, 2004) 
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1.7.2 Microarray: le nuove frontiere 
La capacità di sintetizzare nuove catene oligonucleotidiche aventi una sequenza di basi 
desiderata, ha aperto nuove possibilità di sequenziamento del DNA. Per esempio è possibile 
usare un oligonucleotide a singolo filamento di sequenza nota per cercare una sequenza 
complementare (sempre a singolo filamento) in una catena molto lunga di DNA, o al limite in 
un genoma, opportunamente marcata; se il filamento marcato troverà la sua sequenza 
complementare (nota), si avrà ibridazione, ovvero si avrà la formazione di una molecola di 
DNA a doppio filamento individuabile in quanto marcata. La tecnica dei DNA-microarray 
deriva dai protocolli di Southern e Northen blot che furono introdotti circa trent’anni fa come 
metodiche per l’analisi di sequenze di DNA e RNA, rispettivamente. Essa è stata resa 
possibile dai dati ottenuti dal sequenziamento del DNA nei vari Progetti Genoma. Il principio, 
comune a queste metodiche, è elementare e si basa sull’ibridazione di sequenze di DNA 
complementari con sonde radioattive o chemoluminescenti a sequenza nota. La caratteristica 
distintiva dei microarray è la possibilità di effettuare l’analisi simultanea di migliaia di geni in 
un singolo esperimento.  
Le metodiche che consentono la preparazione dei microarray possono essere suddivise in due 
categorie (Figura 19).  
 
Fig. 19 Metodi di preparazione di un microarray  
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Una categoria utilizza sonde sintetizzate in vitro, frammenti di cDNA ottenuti da tessuti e 
sottoposti ad amplificazione genica (PCR) oppure oligonucleotidi. Tali sonde vengono 
successivamente depositate sul vetrino (Schena, 1995)(Figura 19A). L’altra categoria utilizza 
tecnologie che permettono di sintetizzare sonde di oligonucleotidi direttamente sul supporto 
solido (Figure 19B e 19C). La prima tecnologia ideata per la sintesi diretta d’oligonucleotidi 
in situ, mediante reazioni fotochimiche, è nata adattando le tecnologie dell’industria dei 
semiconduttori alla biologia molecolare, ed è stata sviluppata dalla società Affymetrix. I 
vetrini così preparati prendono il nome di GeneChips (Figura 19B). Inoltre, più recentemente 
è stato introdotto un metodo alternativo che prevede la deposizione, sempre ad alta densità su 
vetrino pretrattato, d’oligonucleotidi, anch’essi pre-sintetizzati in vitro, attraverso la tecnica 
cosiddetta a getto o Ink-jet (Okamoto, 2000) (Figura 19C). 
 
 
Fig. 20 Schematizzazione della procedura di analisi con microarray 
 
In Figura 20 è schematizzata la procedura sperimentale adottata nell’analisi dell’espressione 
genica che rappresenta la problematica più frequente per cui i DNA-microarray sono 
applicati. 
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Le sonde di DNA derivano da sequenze geniche clonate da vari tessuti e sequenziate. Esse 
possono essere cDNA amplificati per PCR o oligonucleotidi di sequenza nota, e vengono 
depositate sui vetrini a formare il reticolo del microarray mediante sistemi automatici . 
Gli RNA estratti dal campione e dal controllo vengono convertiti in cDNA, e marcati 
rispettivamente con il fluoroforo Cy3 e Cy5. I due cDNA, così ottenuti, vengono entrambi 
ibridati su uno stesso vetrino di DNA-microarray. Dopo il processo di ibridazione il vetrino 
viene lavato per eliminare sequenze non perfettamente appaiate. Successivamente viene letto 
con degli strumenti (Scanner) capaci di rilevare i segnali dei due fluorofori ed acquisire i dati 
della loro intensità. I dati ottenuti vengono analizzati ed elaborati con programmi informatici 
appropriati per determinarne il significato biologico. 
La tecnica dei DNA-microarray è stata ideata da Pat Brown, che, con l’intento di analizzare il 
coordinamento dell’espressione genica in cellule di lievito durante le varie fasi cellulari, ne ha 
prodotto la prima pubblicazione scientifica nel 1995. Nella sua concezione iniziale la 
metodica si affidava ad un sistema automatico in grado di deporre in maniera ben ordinata e 
riproducibile un alto numero di specifiche sonde di cDNA (ottenute per amplificazione con 
PCR) su un vetrino chimicamente trattato. Si otteneva così un micro-schieramento di sonde, 
da cui il nome microarray, su cui il campione da valutare s’ibridizzava in maniera 
proporzionale alla complementarietà delle sequenze in esso contenute. La tecnica dei 
microarray è rimasta invariata nel suo principio base, ma considerevoli innovazioni sono state 
apportate agli strumenti e a tutto il sistema di produzione dei DNA-microarray. In linea 
generale, i dispositivi di dispensazione delle sonde, Arrayer o Printer o Spotter, sono 
fondamentalmente dei robot controllati da computer. Il braccio meccanico del robot dispone 
di speciali testine che raccolgono le sonde dal piatto dove sono conservate e, con precisione 
micrometrica, le depositano sul vetrino nella posizione e nell’ordine stabiliti, tramite diretto 
contatto con la superficie del vetrino stesso. Inizialmente le sonde erano costituite da 
frammenti di cDNA amplificati per PCR, di lunghezze non superiori a 2000 basi, mentre gli 
oligonucleotidi da 50-70 basi pre-sintetizzati in vitro costituiscono la versione più recente dei 
microarray. Una volta depositata sul supporto, la sonda copre un’area (spot) del diametro 
compreso tra 80 e 150 micron; l’intervallo tra uno spot e il successivo è di circa 100 micron e 
generalmente ogni vetrino contiene un reticolo di almeno 1000 spot, mentre con i più moderni 
microarray si raggiungono facilmente i 30 000 spot per vetrino. In alcuni casi gli spot possono 
avere dimensioni maggiori di 250 micron e allora si parla di DNA-macroarray. Per quanto 
riguarda la preparazione del campione da analizzare sui vetrini, particolare attenzione va posta 
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alle procedure d’estrazione e preservazione degli RNA per i quali sono stati sviluppati 
specifici protocolli. Gli RNA messaggeri del campione e del controllo sono retro-trascritti in 
cDNA e, nel corso di tale reazione, due distinti fluorocromi, tipicamente le cianine Cy3 e 
Cy5, sono incorporati per funzionare da marcatori dei campioni di partenza. Dopodiché i 
campioni possono essere mescolati e posti ad ibridizzare insieme su un unico vetrino da 
microarray. I fluorofori Cy3 e Cy5 emettono segnali fluorescenti a differente lunghezza 
d’onda permettendo così di identificare il campione e il controllo. Il livello d’espressione 
genica è calcolato in base all’intensità del segnale, registrata da ciascuno spot presente sul 
vetrino e rappresentativo dei vari geni. La possibilità teorica della competizione tra i due 
campioni per le sonde è certamente trascurabile, dato il grande eccesso di molecole delle 
sonde presenti sul vetrino, per cui i campioni s’ibridizzano in maniera proporzionale alla 
quantità di trascritto presente in origine. Dopo il processo d’ibridazione, il vetrino è 
sottoposto ad opportuni lavaggi per eliminare il campione non legato, ed è esaminato tramite 
uno strumento (scanner) provvisto di due fasci di luce laser, a lunghezza d’onda specifica, in 
grado di eccitare i due fluorofori  il cui segnale fluorescente di diversa lunghezza d’onda è 
raccolto da rilevatori in due canali separati. L’intensità del segnale ottenuta dall’intero vetrino 
è sottratta ai valori di fondo, e viene calcolato il rapporto tra i due canali. I valori del rapporto 
sono poi convertiti in immagine dove a ciascuno spot corrisponde un’intensità di una scala di 
pseudo-colori con gradazioni del rosso, che in genere è usato per indicare l’aumentato livello 
d’espressione nel campione rispetto al controllo. Viceversa, valori del rapporto negativi, 
corrispondenti a livelli d’espressione più alti nel controllo relativamente al campione, sono 
indicati da varie gradazioni del verde. Il colore giallo è usato per valori del rapporto vicini 
all’unità. Ne risulta così un’immagine combinata che riproduce il reticolo del DNA-
microarray e consente una visione immediata degli spot con intensità di segnale più elevata in 
un canale che nell’altro, corrispondente in definitiva al diverso livello di contenuto di RNA 
messaggero nei campioni ibridizzati. L’insieme dei dati è poi sottoposto ad analisi nel 
contesto di un singolo esperimento, e/o d’esperimenti multipli atti a identificare variazioni 
biologiche. 
L’analisi statistica è una parte critica ed essenziale della metodica. Infatti, i dati che si 
ottengono con i DNA-microarray sono innumerevoli, e l’elaborazione attraverso sistemi 
informatici, che rappresenta l’ultima fase della sperimentazione, è delicata e complessa. La 
tecnologia dei DNA-microarray, in circa un decennio dalla sua nascita, si è evoluta 
continuamente, ed oggi è possibile depositare sui vetrini anche sonde costituite da DNA 
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genomico. Queste ultime costituiscono la base per la preparazione dei microarray genomici, 
utilizzati per l’analisi d’amplificazioni e delezioni geniche o mutazioni epigenetiche. 
L’idea del microarray, cioè di organizzare su uno stesso vetrino un cospicuo numero di sonde, 
è stata estesa allo studio di proteine e tessuti, rendendo così oggi disponibili microarray per 
tali materiali biologici. I risultati acquisiti dai diversi tipi di microarray (DNA, genomici, 
proteine, ecc.) necessitano dell’ausilio di sistemi informatici per essere analizzati 
(Quackenbush, 2005; Li, 2005). La bioinformatica, scienza nata dall’esigenza di catalogare ed 
elaborare i dati acquisiti attraverso i Progetti Genoma, trova una delle sue più adatte 
applicazioni nel campo dei microarray. Con sempre maggiori sofisticazioni c’è la speranza di 
giungere alla descrizione dei più complessi fenomeni biologici.  
 
 
Fig. 21 Applicazioni della Bioinformatica 
 
In Figura 21 sono illustrati i principali impieghi della bioinformatica nel campo della 
biologia. Ad oggi, sono stati implementati numerosi sistemi operativi per analizzare e 
catalogare i dati di un esperimento singolo e per confrontare ed integrare quelli di esperimenti 
distinti (Stoughton, 2005) . La ricerca biologica è in continua evoluzione e la bioinformatica 
avanza di pari passo.  
Le innovazioni che hanno reso possibile la tecnologia dei microarray sono l’uso di supporti 
solidi non porosi (come per esempio il vetro), molto versatili ai fini della miniaturizzazione e 
dell’individuazione dei marcatori fluorescenti, e la sintesi ad alta densità spaziale di 
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oligonucleotidi su vetrini molto sottili con tecniche che usano maschere fotolitografiche usate 
nella tecnologia dei semiconduttori oppure tecniche di ink-jet (Pulciani, 2006).  
Tra le applicazioni ormai variegate della tecnica dei microarray, c’è il monitoraggio 
ambientale. Ormai da circa un decennio sono stati improntati diversi studi che valutassero tale 
metodica nel campo ambientale. La tecnologia basata sui microarray ha il potenziale di 
superare i limiti dei tradizionali metodi molecolari per lo studio della struttura delle comunità 
microbiche ambientali con efficaci strumenti di valutazione per il monitoraggio ad ampio 
spettro. Ad esempio un prototipo di small-oligonucleotide microarray è stato progettato con 
sonde specifiche per il 16S rRNA universale e geni  cpn60 di patogeni diversi che vengono 
solitamente riscontrati in acque reflue. In aggiunta a questi due obiettivi, wecE-sonde 
oligonucleotidiche specifiche sono stati incluse nel microarray per migliorare il suo potere 
discriminante all'interno della famiglia Enterobacteriaceae (Maynard 2005), dai loro risultati è 
scaturita una sensibilità di circa 10
4 
come limite di rilevazione, ma tale sensibilità è 
sufficientemente elevata da essere applicabile per la rilevazione di bassi livelli di batteri in 
miscele complesse. Un altro studio ha sviluppato e valutato un nuovo prototipo di microarray 
contenente DNA genomico intero, denominato Community Genome Array (CGA). Il 
rilevamento limite è stato stimato in circa 0,2 ng con genomico DNA di una singola cultura 
pura con un ridotto ibridazione volume (3μl). Utilizzando  miscele di quantità nota di DNA o 
con un numero noto di cellule da 14 o 16 specie diverse, rispettivamente sono stati rilevati alle 
condizioni di ibridazione utilizzate, circa 5 ng di DNA genomico o 2,5 x10
5
 cellule. Inoltre, 
sono state osservate forti relazioni lineari tra intensità di segnale di ibridazione e le   
concentrazioni di DNA bersaglio per le colture pure, una miscela dei modelli di DNA, e una 
popolazione di cellule miste (r2= 0.95- 0,98, P <0,01). Infine, il CGA prototipo ha rivelato 
differenze nella composizione della comunità microbica del suolo, fluviali, marine e dei 
sedimenti. I risultati suggeriscono che l’ ibridazione CGA ha un potenziale come uno 
specifico e sensibile strumento quantitativo per il rilevamento e l'identificazione di 
microrganismi nei campioni ambientali (Liyou Wu, 2004). 
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2. SCOPO 
 
Il riutilizzo delle acque reflue può rappresentare una tra le principali cause  di epidemie 
idrotrasmesse a livello mondiale, andando così ad aumentare l’incidenza di infezioni enteriche 
provocate da agenti biologici presenti all’interno di tali matrici. Numerosi studi 
epidemiologici hanno dimostrato una significativa associazione fra l’attività connessa al 
trattamento e allo smaltimento dei liquami urbani e le infezioni enteriche, soprattutto di natura 
virale.  In questo contesto risulta di fondamentale importanza un controllo periodico ed ad 
ampio spettro di queste fonti. Per questo il monitoraggio ambientale può rappresentare un 
importante strumento per la valutazione del rischio biologico, dell’impatto di svariate attività 
e dell’efficacia dei provvedimenti correttivi. Attraverso tali indagini è infatti possibile stimare 
l’esposizione a vari fattori, spesso correlabili al rischio biologico, tramite conoscenze 
epidemiologiche. Tuttavia, i costi e la laboriosità del monitoraggio, associati a vari quesiti 
tutt’ora irrisolti circa la rappresentatività dei diversi indicatori utilizzati, ne hanno finora 
limitato l’applicazione. Soprattutto in contesti particolarmente complessi come quelli relativi 
al trattamento e allo smaltimento dei liquami urbani, dove è possibile definire a priori gli 
agenti coinvolti, si deve ricorrere ad un gran numero di determinazioni chimiche e 
microbiologiche, ottenendo enormi quantità di dati talora anche di difficile determinazione. 
Inoltre la qualità microbiologica dell’acqua è attualmente valutata in base alla 
presenza/assenza di organismi indicatori mediante tecniche colturali, oggettivamente 
riscontrate poco affidabili, l’uso di metodiche analitiche capaci di sintetizzare in un unico dato 
il livello di contaminazione sarebbe di estrema utilità nella gestione del rischio. Tale tipo di 
approccio è oggi possibile grazie ai processi tecnologici della biochimica e della biologia 
molecolare che consentono analisi sempre più sofisticate il cui costo, attualmente molto 
elevato, sarà destinato a diminuire rapidamente con la loro diffusione. In particolare numerosi 
studi hanno evidenziato l’elevata efficienza di metodi molecolari quali la Real Time PCR e i 
Microarray, tecniche altamente innovative e note per le loro caratteristiche di semplicità di 
esecuzione, rapidità di reperimento dei risultati, specificità ed analisi ad ampio spettro 
potendo gestire così in maniera polivalente lo studio del rischio biologico nelle matrici di 
interesse. 
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Viste tali premesse si può ritenere che lo sviluppo e la validazione di tecniche alternative e 
innovative rispetto agli attuali strumenti di analisi rappresenti una necessità per l’applicazione 
del monitoraggio delle risorse idriche. Su queste basi si fonda lo scopo della mia tesi che si 
prefigge di progettare, realizzare e validare dei protocolli di Real Time PCR e una piattaforma 
Microarray adatte ad analisi microbiologiche multispecie di campioni di liquami urbani 
provenienti da depuratori di acque reflue. L’attività è stata suddivisa in 3 fasi: 
 Scelta dei target microbici (patogeni e indicatori di contaminazione fecale) e delle sequenze 
probe relative ad ogni agente; 
 Messa a punto dei protocolli Real Time con la creazione di opportuni standard e del 
protocollo Microarray; 
 Analisi di 10 campioni reali artificialmente contaminati per la valutazione della specificità e 
sensibilità delle tecniche in esame. 
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3. MATERIALI E METODI 
3.1 Revisione bibliografica 
Per questo lavoro sono stati scelti i seguenti organismi, poiché sono considerati tra i maggiori 
patogeni enterici che hanno l’acqua come veicolo: 
 Adenovirus 
 Enterovirus 
 Norovirus 
 Rotavirus 
 HAV 
 Salmonella Enterica 
 E. Coli O157:H7 
Nella fase di revisione bibliografica, sono state ricercate le regioni genomiche, di ogni agente 
patogeno scelto, più opportune per l’applicazione delle due metodiche. Nella tabella seguente 
sono riportate le sequenza utilizzate e la pubblicazione di riferimento. 
ORGANISMO REGIONE SEQUENZA 
RIFERIMENT
O 
BIBLIOGRAF
ICO 
ADENOVIRUS HEXON 
 
AdF  (100 μM): 5’- 
CWT ACA TGC ACA TCK CSG G-3’ 
 
AdR  (100 μM): 5’- RCGGGCRAAYTGCACCAG-3’ 
 
AdP1  (100 μM) : 5’-FAM- 
CCGGGCTCAGGTACTCCGAGGCGTCCT-TAMRA-
3’ 
 
Henroth Et al 
(2002) 
HAV 5’ NTR 
 
HAV 1Q  5’- 
AGG CTA CGG GTG AAA CCT CTT AG – 3’ 
 
HAV  2Q 5’- 
GCC GCT GTT ACC CTA TCC AA – 3’ 
 
Sybr Green Master Mix 
 
Casas et 
al.(2007) 
ENTEROVIRUS 5’UTR 
 
EVF (10 μM): 5’-GGCCCCTGAATGCGGCTAAT-3’ 
 
EVR (10 μM) : 5’-CACCGGATGGCCAATCCAA-3’ 
 
EV(10μM): 5’-FAM-
Donaldson et 
al. (2002) 
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CGGACACCCAAAGTAGTCGGTTCCG-TAMRA-3’ 
 
NOROVIRUS GII RdR Pol 
 
JJV2F(10 μM): 5’-
CAAGAGTCAATGTTTAGGTGGATGAG-3’ 
 
COG2R (10 μM) : 5’-
TCGACGCCATCTTCATTCACA-3’ 
 
RING2-TP (10 μM): 5’- FAM-
TGGGAGGGCGATCGCAATCT-BHQ -3’ 
 
Skraber et al. 
(2009) 
ROTAVIRUS 
human Beg9 
VP7 
 
qRVF (100 μM) 5’- 
TGTCTGTATTATCCAACTGAAGCAAGT -3’ 
 
qRVR (100 μM) : 5’- 
AAATGTTTCTTACAAAGGGTTGGC-3’ 
 
RV (100 μM): 5'-FAM-
CTCAAATCAATGATGGTGACTG-BHQ1-3' 
 
 
 
(Pant et al., 
2007) + 
modifiche 
SALMONELLA invA 
 
Primer Sense 
5’ AGGAAACGTTGAAAAACTGAGGA 3’ 
 
Primer Antisense 
5’ TCGTCATTCCATTACCTACC 3’ 
 
Taq Man probe 
(5’ FAM-TCTGGTTGATTTCCTGATC-TAMRA 3’ 
 
Nam et al 2005, 
Hoorfar et al., 
2000 
E. COLI Stx1 - Stx2 
 
Stx1 
Primer Sense 
CTGGATTTAATGTCGCATAGCG 
 
Primer Antisense 
AAGAACGCCCACTGAGATCATC 
 
BHQ probe 
5’ FAM CTGACGCAGTCTGTGG MGB 3’ 
 
Stx2 
 
Primer Sense 
GTTCCGGAATGCAAATCAGTC 
 
Primer Antisense originale 
CGATACTCCGGAAGCACATTG 
Antisense “ex novo” per ottenre amplificato di circa 150 
bp CTCTGTATCTGCCTGAAGCGTAAG 
 
MGB Probe 
5’ FAM-CAGAGCAGTTCTGCGTTT –MGB 3’ 
 
Guion et al. 
2008 
Bellin et al 
2001 
 
Tab.8 Regioni e sequenze utilizzate per la costruzione di primer e sonde e relativo riferimento bibliografico 
 
43 
 
 
3.2 Creazione Ampliconi 
La creazione di ampliconi standard viene utilizzata in letteratura per avere un templato noto e 
sempre controllabile da poter utilizzare per la creazione dei punti standard in Real Time. Per 
la creazione degli ampliconi ci si è appoggiati all’azienda Nanofab di Mestre. L’approccio 
consiste nel creare tramite PCR convenzionale un amplicone che contenga al suo interno sia 
la sequenza target della reazione di Real Time che quella dei primers per Real Time PCR. 
L’amplicone creato viene poi purificato tramite colonnine, la sua dimensione viene controllata 
tramite gel elettroforesi ed esso viene quantificato tramite nanospettrofotometro, al fine di 
ottenere una concentrazione nota, corrispondente a 10
11
 copie/ul, da diluire poi 
opportunamente nei vari punti della curva standard (tipicamente da 10
8
 copie a 10
2
 copie).  
Nella seguente tabella sono riportate le caratteristiche degli ampliconi prodotti:  
ORGANISMO 
LUNGHEZZA 
AMPLICONE 
LUNGHEZZA 
AMPLIFICATO 
REAL TIME 
RIFERIMENTO 
BIBLIOGRAFICO 
HAV 315 68 Casas et al. 2007 
ADENOVIRUS 303 69 
Hernrot et al. 
2002 
ENTEROVIRUS 291 192 
Donaldson et al. 
2002 
NOROVIRUS 
GII 
319 98 
Skraber et al. 
2009 
ROTAVIRUS 454 91 
Non esistente - 
creata ex novo 
SALMONELLA 282 128 
Nam et al. 2005 + 
Hoorfar 2000 - 
modificata 
STX1 303 151 
Guion et al. 2008 
– modificata 
STX2 321 154 
Bellin et al. 2001 
con primer 
reverse ex novo 
Tab.9 Caratteristiche degli ampliconi prodotti in collaborazione dell’azienda Nanofab. 
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3.3 Campioni positivi 
I campioni utilizzati provengono quasi tutti da ceppi di collezione, oppure da campioni clinici: 
  
CAMPIONE SPECIFICHE QUANTITA’/µ NOTE 
1 Adenovirus 1,12 x 10
5
 
Ceppo da 
collezione 
2 Enterovirus 1,8x10
4
 
Surnatante 
coltura 
cellulare 
3 HAV 5x10
5
 
Ceppo da 
collezione 
4 Norovirus GII 10
5
 
Ceppo da 
collezione 
5 Rotavirus - 
Eluato da 
campione 
di feci 
6 Salmonella 10
7 Ceppo da 
collezione 
7 E. Coli 10
8 Ceppo da 
collezione 
Tab. 10 Elenco dei microrganismi utilizzati con quantità e provenienza 
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3.4 Preparazione di campioni reali artificialmente contaminati 
I campioni sono preparati previa concentrazione di 10 (5+5) campioni di entrata del 
Depuratore di Pisa. I campioni da 10 L ciascuno sono concentrati mediante ultrafiltrazione a 
flusso tangenziale a 2 stadi come segue:  
 
Concentrazione 
L’ultrafiltrazione prevede l’utilizzo di una pompa peristaltica (apparato Millipore) dotata di 
una di una membrana in polisulfone con taglio molecolare di 10K Dalton. E’ possibile 
schematizzare la tecnica dell’ultrafiltrazione a flusso tangenziale in tre fasi, che possono 
essere ripetute durante due stadi successivi di concentrazione e che differiscono tra loro solo 
per le dimensioni del campione trattato: 
 Condizionamento della membrana: dopo un lavaggio preliminare con acqua deionizzata a 
perdere per l’eliminazione della soluzione di mantenimento, la membrana viene caricata con 
beef extract a pH 7 a ricircolo per 10 minuti per saturare i siti attivi della stessa e impedire 
l’adsorbimento dei virus. 
 Concentrazione del campione: il campione (10 L) passando attraverso la membrana a ricircolo 
(mantenendo una pressione pari a 0.5 bar e velocità costante), è stato concentrato fino a 
raggiungere quantità medie finali di 30 ml. Si procede, quindi, all’eluizione della membrana 
con beef extract al 3% a pH 9 a ricircolo per 10 min. Successivamente l’eluato viene cumulato 
al concentrato. 
 Sanitizzazione della membrana: la membrana viene sanitizzata prima di essere utilizzata per i 
campioni successivi con ipoclorito all’1% attraverso un primo lavaggio a perdere e due serie 
di lavaggi successivi effettuati a ricircolo per 15 minuti, seguiti da due litri di acqua 
deionizzata a perdere e una soluzione di soda (NaOH) 0.05N per il mantenimento della 
membrana. Il pH dei campioni concentrati è stato neutralizzato mediante l’aggiunta di HCl 
1N. 
Precipitazione virale con PEG 6000 (Polyethylene Glicol) 
A ciascun campione ottenuto dopo ultrafiltrazione (circa 30 ml) è stato aggiunto PEG in 
proporzione 4:1 e la soluzione è stata incubata per una notte a 4°C. Il precipitato è stato 
recuperato per ultracentrifugazione a 7500 rpm per 57 min a 4°C e  risospeso con 5 ml di 
PBS. I campioni sono stati conservati a -20°C fino al momento dell’estrazione.  
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Trattamento eluati 
Gli eluati sono stati trattati come segue: 
- Prelievo di 500 ul, estrazione degli acidi nucleici virali e batterici tramite kit commerciali 
(QIAamp Viral RNA e QIAamp DNA mini Kit) con successiva analisi tramite Real Time 
PCR per la valutazione del livello di contaminazione del liquame 
- In relazione ai dati ottenuti saranno aggiunte ai campioni precipitati aliquote note di virus o 
batteri in modo da creare dei campioni artificialmente contaminati 
- Prelievo di ulteriori 500 ul per la stima del modificato livello di contaminazione del liquame 
- Analisi di 2 ml dei campioni concentrati e contaminati sulla piattaforma microarray. 
 
3.5 Estrazione degli acidi nucleici 
 
Per l’estrazione degli acidi nucleici sono stati utilizzati i kit commerciali QIAamp viral RNA kit e 
QIAamp DNA kit della QIAGEN già utilizzati in precedenti studi e che si sono dimostrati capaci di 
purificare gli acidi nucleici anche quando sono inseriti in matrici ambientali complesse (Carducci A 
2003).  
3.5.1 Protocollo di estrazione QIAamp DNA mini kit, QIAGEN 
Questa procedura si basa su un filtro in grado di trattenere gli acidi nucleici. Il protocollo prevede una 
fase di lisi, effettuata mediante l’aggiunta al campione della proteinasi K e di una apposita soluzione di 
lisi (AL). Dopo la fase iniziale di lisi si procede con la fase di legame in cui, attraverso l’aggiunta di 
etanolo, si favorisce l’adsorbimento specifico del DNA alla membrana di gel di silice posta all’interno 
delle micro-colonnine fornite col kit. Dopo una serie di lavaggi della membrana si effettua l’eluizione 
della stessa per recuperare il materiale genetico che è stato trattenuto dal filtro. 
Il protocollo schematico è il seguente: 
o Aggiungere a 200 μl di campione 20 μl di proteinasi K e 200 μl di buffer AL; 
o Dopo un passaggio sul vortex, incubare a 56°C per 10 minuti; 
o Aggiungere 200 μl di etanolo e trasferire il tutto in una apposita micro-colonnina; 
o Centrifugare a 8000 rpm per 1 minuto; 
o Scartare il tubo del filtrato e sostituirlo con un nuovo tubo; 
o Aggiungere 500 μl di wash buffer 1; 
o Centrifugare a 8000 rpm per 1 minuto; 
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o Scartare il tubo del filtrato e sostituirlo con un nuovo tubo; 
o Aggiungere 500 μl di wash buffer 2; 
o Centrifugare a 14000 rpm per 3 minuti; 
o Piazzare il filtro all’interno di una eppendorf sterile; 
o Aggiungere 100 μl di elution buffer; 
o Centrifugare a 8000 rpm per 2 minuti; 
o Rimuovere i filtri e conservare le eppendorf a -80°C. 
3.5.2 Protocollo di estrazione QIAamp RNA mini kit, QIAGEN 
Il metodo si basa sullo stesso principio che si utilizza per l’estrazione del DNA. Le differenze con il 
protocollo di estrazione del DNA riguardano soprattutto le quantità dei soluti utilizzati, le velocità e i 
tempi di centrifuga; per il resto le fasi di estrazione dell’RNA sono molto simili a quelle sopra-
descritte: 
o Preparare la giusta quantità di miscela AVL+RNA carrier a seconda del numero di campioni da 
trattare, seguendo le proporzioni di buffer AVL e carrier RNA indicate nel kit. 
o Aggiungere a 140 μl di campione 560 μl di miscela AVL+RNA carrier; 
o Dopo un passaggio sul vortex, incubare a temperatura ambiente per 30 minuti; 
o Aggiungere 560 μl di etanolo e trasferire il tutto in una apposita micro-colonnina; 
o Centrifugare a 8000 rpm per 1 minuto; 
o Scartare il tubo del filtrato e sostituirlo con un nuovo tubo; 
o Aggiungere 500 μl di wash buffer 1; 
o Centrifugare a 8000 rpm per 1 minuto; 
o Scartare il tubo del filtrato e sostituirlo con un nuovo tubo; 
o Aggiungere 500 μl di wash buffer 2; 
o Centrifugare a 14000 rpm per 3 minuti; 
o Mettere il filtro all’interno di una eppendorf sterile; 
o Aggiungere 60 μl di elution buffer; 
o Centrifugare a 8000 rpm per 2 minuti 
o Dopo la centrifuga rimuovere i filtri e conservare il filtrato a -80°C. 
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3.6 Retrotrascrizione 
I campioni con acido nucleico a RNA estratti sono stati sottoposti ad una reazione di 
retrotrascrizione con l’uso di un kit commerciale Revertaid Single Stranded cDNA Synthesis 
Kit – Fermentas. 
Il protocollo schematico è di seguito riportato: 
 
Fig. 22 Protocollo per reazione di retrotrascrizione 
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3.7 Protocolli Real Time PCR 
Tutti i campioni vengono caricati in triplo in presenza di campioni standard e controllo 
negativo e analizzati con lo strumento ABI 7300 Applied Biosystem. 
3.7.1 QPCR per Adenovirus 
 
Il protocollo utilizzato, descritto da Henroth e colleghi (2002), è stato adottato in quanto è 
risultato estremamente efficiente nella sua applicazione per il monitoraggio dell’efficienza di 
rimozione virale nei depuratori. 
 
Reagenti 
Acqua per biologia molecolare 
Taq Man Universal Master Mix (Applied Biosystems) 
Primer AdF  (100 μM): 5’-CWT ACA TGC ACA TCK CSG G-3’  
Primer AdR  (100 μM): 5’- RCGGGCRAAYTGCACCAG-3’ 
Probe AdP1  (100 μM): 5’-FAM- CCGGGCTCAGGTACTCCGAGGCGTCCT-TAMRA-3’ 
 
Procedura 
  
Reagenti: 
 
Primers: AdF e AdR alla concentrazione finale di 0.9 μM per ognuno. 
Probe: AdP1 alla concentrazione finale di 0.225 μM. 
TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems 
  
  
Concentrazione 
della soluzione 
stock 
Concentrazione 
finale 
  
Volume a 
reazione (ul) 
Master Mix 2 x 2 x 1 x 12,50 
Primer 1 AdR 22,5 uM 0,9 uM 1 
primer 2 AdF 22,5 uM 0,9 uM 1 
Sonda AdPU 11,25 uM 0,225 uM 0,5 
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Estratto DNA 
  
10 
Volume totale (µl)     25 
Protocollo termico: 
 
FASE TEMPERATURA TEMPO  N° CICLI 
Attivazione 
Uraci-N-
Glycosylase 
50°C 2 min 1 
Attivazione 
Amplitaq Gold 
95°C 10 min 1 
Amplificazione 
e Rilevazione 
dati 
95°C 15 sec 
45 
60°C 1 min 
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3.7.2 QPCR per HAV  
 
Il protocollo, descritto da Casas set al.(2007), è stato standardizzato per la ricerca del virus in 
mitili a seguito di una valutazione bibliografica. 
  
Reagenti 
Acqua per biologia molecolare 
Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems) 
Primer HAV 1Q (20 μM)  5’- AGG CTA CGG GTG AAA CCT CTT AG – 3’ 
Primer HAV  2Q (20 μM) 5’ – GCC GCT GTT ACC CTA TCC AA – 3’ 
Revert Aid reverse transcription kit (Fermentas) 
 
Procedura 
 
Reagenti: 
Primers: HAV 1Q e HAV 2Q alla concentrazione finale di 0.3 μM per ognuno. 
Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems): fornita alla concentrazione 2x contenente 
AmpliTaq Gold DNA Polymerase, AmpErase UNG, dNTPs con dUTP, passive Reference e 
Sybr Green.  
 
1. Reverse Trascription:  
Reazione di retrotrascrizione come da protocollo del Kit Fermentans. 
 
2. Amplificazione 
  
  
Concentrazione 
della soluzione 
stock 
Concentrazione 
finale 
  
Volume a 
reazione (ul) 
Master Mix 2 x 2 x 1 x 12,50 
primer HAV 1Q 20 uM 0,3 uM 0,375 
primer HAV 2Q 20 uM 0,3 uM 0,375 
H20     6,75 
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Estratto RNA 
  
5 
Volume totale (µl)     25 
 3. Protocollo termico:  
 
FASE TEMPERATURA TEMPO  N° CICLI 
Attivazione 
Uraci-N-
Glycosylase 
50°C 2 min 1 
Attivazione 
Amplitaq Gold 
95°C 10 min 1 
Amplificazione 
e Rilevazione 
dati 
95°C 15 sec 
40 
60°C 1 min 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
53 
 
 
 
3.7.3 QRTPCR per Norovirus GGII 
 
Il protocollo scelto è quello relativo all’articolo di Skraber et al. (2009) che ha come target la 
regione RdR Pol di Norovirus che è stata utilizzata per il disegno delle sonde per DNA 
microarray. Il protocollo è stato scelto poiché, come da bibliografia, applicato su matrice 
ambientale è risultato estremamente efficiente.  
 
Reagenti 
Acqua per biologia molecolare 
One step RT qPCR MasterMix Low ROX (Eurogentec) 
Euroscript RT e RNase Inhibitor (Eurogentec) 
Primer JJV2F (10 μM): 5’-CAAGAGTCAATGTTTAGGTGGATGAG-3’ 
Primer COG2R (10 μM) : 5’-TCGACGCCATCTTCATTCACA-3’ 
Probe RING2-TP (10 μM): 5’- FAM-TGGGAGGGCGATCGCAATCT-BHQ -3’ 
 
Procedura 
  
Reagenti: 
 
  
  
Concentrazione 
della soluzione 
stock 
Concentrazione 
finale 
  
Volume a 
reazione (ul) 
Master Mix 2 x 2 x 1 x 12,50 
primer JJV2F 10 uM 1000 nM 2,50 
primer COG2R 10 uM 1000 nM 2,50 
Sonda RING2-TP 10 uM 100 nM 0,25 
Reverse Trascriptase 50 0,25 0,13 
H20     2,13 
Estratto RNA 
  
5 
Volume totale (µl)     25 
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Protocollo termico: 
 
FASE TEMPERATURA TEMPO  N° CICLI 
Retrotrascrizione 48°C 30 min 1 
Attivazione Taq 
Polimerasi 
95°C 10 min 1 
Amplificazione 
e Rilevazione 
dati 
95°C 15 sec 
45 
60°C 1 min 
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3.7.4 QPCR per Enterovirus 
 
Il protocollo scelto è quello relativo all’articolo di Donaldson et al. (2002) che ha come target 
la regione regione 5’UTR di Enterovirus che è stata utilizzata per il disegno delle sonde per 
DNA microarray. Il protocollo è stato scelto poiché, come da bibliografia, applicato su 
matrice ambientale è risultato estremamente efficiente.   
 
 
Reagenti 
 
Acqua per biologia molecolare 
Taq Man Oe-Step RT-PCR Master Mix reagents kit (Applied Biosystem) 
Reverse Trascriptase (Applied Biosystems) 
Primer EVF (10 μM): 5’-GGCCCCTGAATGCGGCTAAT-3’  
Primer EVR (10 μM) : 5’-CACCGGATGGCCAATCCAA-3’ 
Probe EV (10 μM): 5’-FAM-CGGACACCCAAAGTAGTCGGTTCCG-TAMRA-3’ 
 
 
Procedura 
  
Reagenti: 
 
 
Concentrazione 
stock 
Concentrazione 
finale 
Volume a 
reazione 
Master Mix 2 x 2 x 1 x 12,5 
primer EVR 10 uM 600 nM 1,5 
primer EVF 10 uM 600 nM 1,5 
Sonda EV 10 uM 250 nM 0,625 
Reverse Trascriptase 50 0,4 0,625 
H20     3,25 
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Estratto RNA 
  
5 
Volume totale (µl)     25 
 
Protocollo termico: 
 
 
FASE TEMPERATURA TEMPO  N° CICLI 
Retrotrascrizione 48°C 30 min 1 
Attivazione 
Amplitaq Gold 
95°C 10 min 1 
Amplificazione 
e Rilevazione 
dati 
95°C 15 sec 
45 
60°C 1 min 
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3.7.5 QPCR per Rotavirus  
 
Il protocollo utilizza i primer esterni dell’amplicone e il Sybr Green.  
Reagenti 
 
Acqua per biologia molecolare 
Revert Aid Reverse Transcription Kit (Fermentas) 
AmpliTaq Gold DNA Polymerase, AmpErase UNG, dNTPs con dUTP, passive Reference 
Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems) 
Primer AmpRV F (100 uM) 5’- GGAAGGCGGCTTTAAAAGAG -3’                                                                                   
Primer AmpRV R (100 uM) 5’- CAGCTGTGGGTCAACAGAAA -3’ 
 
Procedura 
 
1. Denaturazione 
 
L’RNA a doppio filamento viene denaturato incubandolo a 94°C per 4 minuti in presenza di 
Dimetilsulfossido (DMSO) al 5% e successivo stop in ghiaccio per 10 minuti. 
 
2. Reverse Trascription:  
 
Reazione di retrotrascrizione come da protocollo del Kit Fermentas. 
 
3. Amplificazione  
 
Concentrazione 
stock 
Concentrazione 
Working 
Solution 
Concentrazione 
finale 
Volume a 
reazione 
Master Mix 2 x  2 x  1 x 12,5 
Amp RV F 100 μM 20 μM 300 nM 0,375 
Amp RV R  100 μM 20 μM 300 nM 0,375 
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H2O 
 
 
 
6,75 
cDNA 
 
 
 
5 
Volume totale (µl)      25 
Protocollo termico: 
 
FASE TEMPERATURA TEMPO  N° CICLI 
Attivazione 
Uraci-N-
Glycosylase 
50°C 2 min 1 
Attivazione 
Amplitaq Gold 
95°C 10 min 1 
Amplificazione 
e Rilevazione 
dati 
95°C 15 sec 
45 
60°C 1 min 
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3.7.5 QPCR per Salmonella Enterica 
 
Il protocollo scelto è quello relativo all’articolo di Nam et al (2005), Hoorfar et al. (2000), che 
ha come target la regione invA di Salmonella che è stata utilizzata per il disegno delle sonde 
per DNA microarray. 
 
Reagenti 
 
Acqua per biologia molecolare 
Taq Man Universal Master Mix (Applied Biosystems) 
Primer Sense 5’ AGGAAACGTTGAAAAACTGAGGA 3’ 
Primer Antisense 5’ TCGTCATTCCATTACCTACC 3’ 
Taq Man probe (5’ FAM-TCTGGTTGATTTCCTGATC-TAMRA 3’ 
 
Procedura 
  
Reagenti:  
 
  
 
Concentrazione 
stock 
Concentrazione 
finale 
Volume a 
reazione 
Master Mix 2 x  2 x 1 x 12,5 
Primer Fw 10 μM 900 nM 2,25 
Primer Rv  10 μM 900 nM 2.25 
Probe 10 μM 200 nM 0,50 
H2O 
  
2,5 
cDNA 
  
5 
Volume totale (µl)     25 
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Protocollo termico: 
 
FASE TEMPERATURA TEMPO  N° CICLI 
Attivazione 
Uraci-N-
Glycosylase 
50°C 2 min 1 
Attivazione 
Amplitaq Gold 
95°C 10 min 1 
Amplificazione 
e Rilevazione 
dati 
95°C 15 sec 
40 
60°C 1 min 
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3.7.6 QPCR per E.coli Stx 1 
 
Il protocollo scelto è quello relativo agli articoli di Guion et al.(2008) Bellin et al (2001) che 
hanno come target la regione Stx1 di E. Coli che è stata utilizzata per il disegno delle sonde 
per DNA microarray. 
 
Reagenti 
 
Acqua per biologia molecolare 
Taq Man Universal Master Mix (Applied Biosystems) 
Primer Sense CTGGATTTAATGTCGCATAGCG 
Primer Antisense AAGAACGCCCACTGAGATCATC 
BHQ probe 5’ FAM CTGACGCAGTCTGTGG MGB 3’ 
 
Procedura 
  
Reagenti:  
 
  
 
Concentrazione 
stock 
Concentrazione 
finale 
Volume a 
reazione 
Master Mix 2 x  2 x 1 x 12,5 
Primer Fw 10 μM 900 nM 2,25 
Primer Rv  10 μM 900 nM 2.25 
Probe 10 μM 200 nM 0,50 
H2O 
  
2,5 
cDNA 
  
5 
Volume totale (µl)     25 
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Protocollo termico: 
 
FASE TEMPERATURA TEMPO  N° CICLI 
Attivazione 
Uraci-N-
Glycosylase 
50°C 2 min 1 
Attivazione 
Amplitaq Gold 
95°C 10 min 1 
Amplificazione 
e Rilevazione 
dati 
95°C 15 sec 
40 
60°C 1 min 
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3.7.7 QPCR per E.coli Stx 2 
 
Il protocollo scelto è quello relativo agli articoli di Guion et al.(2008) e Bellin et al 2001 che 
hanno come target la regione Stx2 di E. Coli che è stata utilizzata per il disegno delle sonde 
per DNA microarray. 
 
Reagenti 
 
Acqua per biologia molecolare 
Taq Man Universal Master Mix (Applied Biosystems) 
Primer Sense GTTCCGGAATGCAAATCAGTC 
Primer Antisense originale CGATACTCCGGAAGCACATTG 
Antisense “ex novo” per ottenere amplificato di circa 150 bp 
CTCTGTATCTGCCTGAAGCGTAAG 
MGB Probe 5’ FAM-CAGAGCAGTTCTGCGTTT –MGB 3’ 
 
Procedura 
  
Reagenti:  
 
  
 
Concentrazione 
stock 
Concentrazione 
finale 
Volume a 
reazione 
Master Mix 2 x  2 x 1 x 12,5 
Primer Fw 10 μM 900 nM 2,25 
Primer Rv  10 μM 900 nM 2.25 
Probe 10 μM 200 nM 0,50 
H2O 
  
2,5 
cDNA 
  
5 
Volume totale (µl)     25 
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Protocollo termico: 
 
FASE TEMPERATURA TEMPO  N° CICLI 
Attivazione 
Uraci-N-
Glycosylase 
50°C 2 min 1 
Attivazione 
Amplitaq Gold 
95°C 10 min 1 
Amplificazione 
e Rilevazione 
dati 
95°C 15 sec 
40 
60°C 1 min 
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3.8 Protocolli Microarray 
 
3.8.1 Fabbricazione dei vetrini microarray daparte dell’azienda Nanofab 
 
La piattaforma microarray è stata disegnata in modo da alloggiare 2 sonde (ciascuna indicata 
con I - sonda uno – e II – sonda due) per ciascuno dei patogeni selezionati e delle sonde di 
allineamento e di controllo. Nella prima parte del vetrino sono state collocate le sonde per i 
virus, sonda I e II per ciascuno e nella seconda parte quelle per i batteri, sonda I e II. Vi sono 
inoltre spazi di vuoto, evidenziati in grigio; gli spazi evidenziati in bianco rappresentano 
invece la sonda di controllo negativo e quelli in giallo acceso la sonda di allineamento, 
indispensabili per il collocamento finale della griglia e l’individuazione di ciascuno spot. Lo 
schema è rappresentato nella fig. 23: 
 
Fig. 23 Schema della griglia di collocazione delle sonde per ciascuno spot del microarray 
 
Il design della piattaforma ha consentito di depositare su un unico vetrino 12 repliche 
identiche del medesimo schema, in modo da poter eseguire fino a 12 diverse prove su un 
unico vetrino, come illustrato nella seguente immagine. 
 
 
Fig.24 Griglia degli spot all’interno del vetrino microarray 
 
 
66 
 
In fase di ibridazione è stato infatti possibile isolare fisicamente ciascun sub-array grazie a 
una griglia in plastica e silicone (ProPlate multi-array slide module – Grace BioLabs), che 
viene fatta aderire alla superficie dell’array. I sub-array saranno stampati con dei parametri 
tali da farli alloggiare esattamente all’interno della griglia. 
 
 
Fig.25 Immagine del separatore per la deposizione dei campioni 
 
Il supporto di deposizione scelto è il seguente: LifeLineLab vetrini e-surf. Tali vetrini sono 
sviluppati per legare covalentemente DNA amino modificato per applicazioni su microarray. 
Le sonde (oligonucleotidi) che selezionate nella fase I sono state acquistate presso fornitori 
con una modificazione 5’ terminale (NH3). Le sonde presentano modificazione amino-C6 in 
5’ e sono state risospese in ddH2O alla concentrazione di 100uM e conservate a -20°C.  
Per la deposizione su vetrino, le sonde sono state diluite ad una concentrazione finale di 20uM 
in buffer di spottaggio 1.5X, e ciascuna sonda è stata caricata nella piastra multiwells 384. La 
piastra viene poi conservata sigillata a -20°C.  
 
 BUFFER DI SPOTTAGGIO 6X (da usare a concentrazione finale 1.5X):  
 300 mM Sodio Fosfato  
 0.02% TritonX-100  
 pH 8.5  
 
Deposizione sonde, bloccaggio e lavaggio vetrini  
La piastra multiwells con le sonde opportunamente caricate nei rispettivi pozzetti è stata 
sottoposta allo strumento VersArray Chip Writer – BioRad (spotter) per la stampa dei vetrini 
(LifeLineLab). I vetrini ottenuti sono stati successivamente sottoposti a incubazione, 
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bloccaggio e lavaggio come da protocollo LifeLineLab. Essi sono stati quindi conservati in 
ambiente buio e dessicato fino al loro utilizzo finale. 
 
Protocolli per la marcatura  
 
A seguito vengono brevemente riassunti i 2 protocolli:  
 
Neosintesi del filamento di cDNA a partire dal genoma virale ad RNA e concomitante 
marcatura fluorescente del filamento neosintetizzato  
 
Kit utilizzato : ReverAid H Minus First Strand cDNA synthesis kit (Fermentas)  
- Retrotrascrizione: sintesi del filamento di cDNA, come da protocollo, e concomitante 
marcatura del filamento neosintetizzato grazie all’incorporazione di un nucleotide 
fluorescente (Alexa Fluor aha dCTP).  
- Trattamento con Rnase H per la rimozione dell’RNA dagli ibridi RNA:cDNA.  
- Purificazione del cDNA fluorescente ottenuto tramite colonnine (Pure Link Invitrogen, non 
incluse nel kit, o altre colonnine di purificazione a scelta), quantificazione dello stesso e 
ibridazione finale su array.  
 
Marcatura diretta del genoma (batterico o virale) a dsDNA tramite fremmento exo-Klenow 
della DNA Pol I e concomitante marcatura fluorescente dei frammenti neosintetizzati  
 
Kit utilizzato: Bio Prime Plus Array CGH genomic labeling system (Invitrogen)  
- Marcatura del genoma a dsDNA tramite exo-Klenow fragment della DNA Pol I e 
concomitante marcatura fluorescente tramite l’utilizzo di Random Primers e dNTP mix 
fluorescenti (Alexa Fluor).  
- Purificazione del campione marcato tramite colonnine (fornite dal kit), quantificazione dello 
stesso e ibridazione finale su array.  
 
Protocollo di ibridazione comune 
 
Alcune prove preliminari sono state eseguite con diversi buffer di ibridazione creati, in modo 
da stabilire condizioni di ibridazioni ottimali.  
Si è fissata una temperatura di ibridazione di 55°C per un tempo di ibridazione over night, 
sulla base di alcuni esperimenti preliminari. Si è inoltre stabilito di effettuare l’ibridazione 
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nelle seguenti condizioni finali, valide anche per tutte le successive prove, dove non 
specificato:   
 
Reagente 
 
Concentrazione Finale 
 
Volume ul 
 
DNA da ibridare 
 
X 
 
X 
 
SSC 
 
4.5X 
 
22.5 
 
SDS 
 
0.1% 
 
1 
 
BSA 
 
0.2 mg/ml 
 
20 
 
Allineamento 
 
 0.25 
 
H2O  a volume finale di 100 ul 
Tab.11 Condizioni di ibridazione 
 
Il vetrino viene incubato a 55°C over night in stazione di ibridazione Advalytix ed è 
successivamente lavato secondo il seguente protocollo:  
 
FASE REAGENTE TEMPO 
Primo 
lavaggio 
SSC 3X, SDS 0.1%, a temperatura di 
ibridazione 5 minuti 
Secondo 
lavaggio 
SSC 0.2X 2 minuti 
Terzo 
lavaggio 
SSC 0.1X 2 minuti 
Quarto 
lavaggio 
H2O 30 secondi 
spin dry del vetrino per pochi secondi e scansione finale 
Tab. 12 Condizioni di lavaggio 
 
La scansione è eseguita tramite GenePix Laser Scanner (gain 550-550). 
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4. RISULTATI 
 
4.1 Revisione bibliografica 
 
Nella revisione bibliografica effettuata si sono ricercate le regioni più idonee per la 
progettazione di protocolli Real Time PCR e Microarray che avessero le medesime sequenze 
target, nella seguente tabella sono riportate le regioni e le sequenze prescelte con il relativo 
riferimento: 
 
ORGANISMO REGIONE SEQUENZA 
RIFERIMEN
TO 
BIBLIOGRA
FICO 
ADENOVIRUS HEXON 
 
AdF  (100 μM): 5’- 
CWT ACA TGC ACA TCK CSG G-3’ 
 
AdR  (100 μM): 5’- RCGGGCRAAYTGCACCAG-3’ 
 
AdP1  (100 μM) : 5’-FAM- 
CCGGGCTCAGGTACTCCGAGGCGTCCT-
TAMRA-3’ 
 
Henroth Et al 
(2002) 
HAV 5’ NTR 
 
HAV 1Q  5’- 
AGG CTA CGG GTG AAA CCT CTT AG – 3’ 
 
HAV  2Q 5’- 
GCC GCT GTT ACC CTA TCC AA – 3’ 
 
Sybr Green Master Mix 
 
Casas et 
al.(2007) 
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ENTEROVIRUS 5’UTR 
 
EVF (10 μM): 5’-GGCCCCTGAATGCGGCTAAT-3’ 
 
EVR (10 μM) : 5’-CACCGGATGGCCAATCCAA-3’ 
 
EV(10μM): 5’-FAM-
CGGACACCCAAAGTAGTCGGTTCCG-TAMRA-3’ 
 
Donaldson et 
al. (2002) 
NOROVIRUS GII RdR Pol 
 
JJV2F(10 μM): 5’-
CAAGAGTCAATGTTTAGGTGGATGAG-3’ 
 
COG2R (10 μM) : 5’-
TCGACGCCATCTTCATTCACA-3’ 
 
RING2-TP (10 μM): 5’- FAM-
TGGGAGGGCGATCGCAATCT-BHQ -3’ 
 
Skraber et al. 
(2009) 
 
ROTAVIRUS 
 
 
human Beg9 
VP7 
 
qRVF (100 μM) 5’- 
TGTCTGTATTATCCAACTGAAGCAAGT -3’ 
 
qRVR (100 μM) : 5’- 
AAATGTTTCTTACAAAGGGTTGGC-3’ 
 
RV (100 μM): 5'-FAM-
CTCAAATCAATGATGGTGACTG-BHQ1-3' 
 
 
 
 
(Pant et al., 
2007) + 
modifiche 
SALMONELLA invA 
 
Primer Sense 
5’ AGGAAACGTTGAAAAACTGAGGA 3’ 
 
Primer Antisense 
Nam et al 
2005, Hoorfar 
et al., 2000 
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5’ TCGTCATTCCATTACCTACC 3’ 
 
Taq Man probe 
(5’ FAM-TCTGGTTGATTTCCTGATC-TAMRA 3’ 
 
E. COLI Stx1 - Stx2 
 
Stx1 
Primer Sense 
CTGGATTTAATGTCGCATAGCG 
 
Primer Antisense 
AAGAACGCCCACTGAGATCATC 
 
BHQ probe 
5’ FAM CTGACGCAGTCTGTGG MGB 3’ 
 
Stx2 
 
Primer Sense 
GTTCCGGAATGCAAATCAGTC 
 
Primer Antisense originale 
CGATACTCCGGAAGCACATTG 
Antisense “ex novo” per ottenre amplificato di circa 
150 bp CTCTGTATCTGCCTGAAGCGTAAG 
 
MGB Probe 
5’ FAM-CAGAGCAGTTCTGCGTTT –MGB 3’ 
 
Guion et al. 
2008 
Bellin et al 
2001 
 
Tab.13 Schematizzazione delle sequenza prescelte e relativo riferimento bibliografico 
 
Tali scelte sono state effettuate poiché le regioni individuate sono risultate atte 
all’applicazione dei protocolli da sottoporre sia per quanto riguarda le Real Time PCR sia per 
i protocolli Microarray. 
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4.2 Prove con ampliconi e campioni positivi 
 
Tutte le prove effettuate con gli ampliconi e i campioni interi positivi hanno riportato i 
risultati previsti sia mediante Real Time PCR che piattaforma Microarray. 
 
4.2.1 Prove Real Time PCR ampliconi e campioni positivi 
 
Le prove effettuate per ciascuna amplicone dei target virali e batterici ha dato risultati 
previsti in relazione alle diluizioni ed ai rispettivi cicli soglia, permettendo di costruire le 
rette standard per la successiva quantificazione di campioni a concentrazione ignota. Anche i 
campioni positivi sono stati amplificati nella medesima reazione in maniera efficiente e 
specifica. 
 
4.2.2 Prove Ampliconi Microarray 
 
4.2.2.1 Adenovirus 
 
Per quanto riguarda Adenovirus, le prove iniziali sono state effettuate eseguendo una 
marcatura diretta random del frammento dsDNA dell’amplicone di Adenovirus. A seguito 
vengono riportate l’immagine di microarray (in rosso: fluorescenza spot allineamento, in 
verde: fluorescenza spot campione in esame) e l’analisi statistica degli spot del campione in 
esame.  
Dall’immagine di microarray si può notare che il risultato di ibridazione è specifico per 
“Adenovirus”, senza la presenza di alcuna cross-ibridazione; d’altra parte in questa prova 
l’analisi è stata condotta con l’amplicone. Inoltre, il genotipo di Adenovirus utilizzato 
(Adenovirus 2) ha un’omologia del 100% con la sonda I per Adenovirus dell’array, mentre 
presenta 3 mismatch con la sonda II: come si può vedere anche dall’analisi statistica, la sonda 
I dell’array riconosce in maniera più efficiente il genotipo di Adenovirus in esame rispetto 
alla sonda II, come previsto. Le due sonde mostrano quindi un parziale potere discriminante, 
sequenza specifico, come previsto. 
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Fig.26 Immagine del microarray relativo all’amplicone di Adenovirus e analisi statistica 
 
4.2.2.2 HAV 
 
Per quanto riguarda HAV, le prove iniziali sono state effettuate eseguendo una marcatura 
diretta random del frammento dsDNA dell’amplicone di HAV. A seguito vengono riportate 
l’immagine di microarray (in rosso: fluorescenza spot allineamento, in verde: fluorescenza 
spot campione in esame) e l’analisi statistica degli spot del campione in esame. 
Dall’immagine di microarray si può notare che il risultato di ibridazione è specifico per 
“HAV”, con la presenza di una minima cross-ibridazione sulla sonda Adenovirus I; in questa 
prova l’analisi è stata condotta con l’amplicone. Si provvederà a valutare in maniera più 
idonea l’entità della cross-ibridazione riscontrata. 
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Fig.27 Immagine del microarray relativo all’amplicone di HAV e analisi statistica 
 
4.2.2.3 Norovirus GII 
 
Per quanto riguarda Norovirus GII, le prove iniziali sono state effettuate eseguendo una 
marcatura diretta random del frammento dsDNA dell’amplicone di Norovirus GII. A seguito 
vengono riportate l’immagine di microarray (in rosso: fluorescenza spot allineamento, in 
verde: fluorescenza spot campione in esame) e l’analisi statistica degli spot del campione in 
esame. Dall’immagine di microarray si può notare che il risultato di ibridazione è specifico 
per “Norovirus GII”, senza la presenza di alcuna cross-ibridazione; d’altra parte in questa 
prova l’analisi è stata condotta con l’amplicone.  Inoltre, il genotipo di Norovirus GII 
utilizzato ha un’omologia del 100% con la sonda I per Norovirus GII dell’array,  mentre 
presenta 1 mismatch con la sonda II: come si può vedere anche dall’analisi statistica, la sonda 
I dell’array riconosce in maniera più efficiente il genotipo di Norovirus in esame rispetto alla 
 
75 
 
sonda II, come previsto. Le due sonde mostrano quindi un parziale potere discriminante, 
sequenza specifico, come previsto. 
 
 
Fig.28 Immagine del microarray relativo all’amplicone di Norovirus e analisi statistica 
 
 
4.2.2.4 Enterovirus 
 
Per quanto riguarda Enterovirus, le prove iniziali sono state effettuate eseguendo una 
marcatura diretta random del frammento dsDNA dell’amplicone di Enterovirus. A seguito 
vengono riportate l’immagine di microarray (in rosso: fluorescenza spot allineamento, in 
verde: fluorescenza spot campione in esame) e l’analisi statistica degli spot del campione in 
esame. Dall’immagine di microarray si può notare che il risultato di ibridazione è specifico 
per “Enterovirus”, senza la presenza di alcuna cross-ibridazione. 
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Fig.29 Immagine del microarray relativo all’amplicone di Enterovirus e analisi statistica 
 
4.2.2.5 Rotavirus 
 
Per quanto riguarda Rotavirus, le prove iniziali sono state effettuate eseguendo una marcatura 
diretta random del frammento dsDNA dell’amplicone di Rotavirus. A seguito vengono 
riportate l’immagine di microarray (in rosso: fluorescenza spot allineamento, in verde: 
fluorescenza spot campione in esame) e l’analisi statistica degli spot del campione in esame.  
Dall’immagine di microarray si può notare che il risultato di ibridazione è specifico per 
“Rotavirus”, senza la presenza di alcuna cross-ibridazione; d’altra parte in questa prova 
l’analisi è stata condotta con l’amplicone. Inoltre, il genotipo di Rotavirus utilizzato, da 
sequenziamento eseguito, ha un’omologia del 100% con la sonda I per Rotavirus dell’array, 
mentre presenta 1 mismatch con la sonda II: come si può vedere anche dall’analisi statistica, 
la sonda I dell’array riconosce in maniera più efficiente il genotipo di Rotavirus in esame 
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rispetto alla sonda II, come previsto. Le due sonde mostrano quindi un parziale potere 
discriminante, sequenza specifico, come previsto. 
 
 
 
Fig.30 Immagine del microarray relativo all’amplicone di Rotavirus e analisi statistica 
 
 
4.2.6 Salmonella  
 
Per Salmonella, le prove iniziali sono state effettuate eseguendo una marcatura diretta random 
del frammento dsDNA dell’amplicone di Salmonella. A seguito vengono riportate l’immagine 
di microarray (in rosso: fluorescenza spot allineamento, in verde: fluorescenza spot campione 
in esame) e l’analisi statistica degli spot del campione in esame.  
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Dall’immagine di microarray si può notare che il risultato di ibridazione è specifico per 
“Salmonella”, senza la presenza di alcuna cross-ibridazione; d’altra parte in questa prova 
l’analisi è stata condotta con l’amplicone. Inoltre, il ceppo di Salmonella utilizzato ha 
un’omologia del 100% con la sonda II per salmonella dell’array, mentre presenta 1 mismatch 
centrale con la sonda I: come si può vedere dall’analisi statistica, la sonda II dell’array 
riconosce in maniera più efficiente il ceppo di Salmonella in esame rispetto alla sonda I, come 
previsto. Le due sonde mostrano quindi un parziale potere discriminante, sequenza specifico. 
 
 
 
Fig.31 Immagine del microarray relativo all’amplicone di Salmonella e analisi statistica 
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4.2.7 E. Coli Stx1 e Stx2 
 
Per quanto riguarda Escherichia coli  Stx1 ed Stx2, le prove iniziali sono state effettuate 
eseguendo una marcatura diretta random del frammento dsDNA rispettivamente 
dell’amplicone stx1 ed stx2, ottenuti dal DNA di E. coli O157:H7 fornito al laboratorio 
Nanofab da parte dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie (IZSV), dopo 
specifica PCR. Il materiale ottenuto è stato purificato, quantificato e sottoposto ad ibridazione.  
A seguito vengono riportate l’immagine di microarray (in rosso: fluorescenza spot 
allineamento, in verde: fluorescenza spot campione in esame) e l’analisi statistica degli spot 
del campione in esame. Dall’immagine di microarray si può notare che il risultato di 
ibridazione è specifico per E. coli stx1/stx2, senza la presenza di alcuna cross-ibridazione; 
d’altra parte in questa prova l’analisi è stata condotta con l’amplicone. 
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Fig.32 Immagine del microarray relativo all’amplicone di E.Coli Stx1-2 separati e analisi statistica 
 
E’ stata inoltre effettuata una prova ibridando una mix dell’amplicone stx1+stx2 in parti 
eguali, equivalenti a loro volta alla quantità di amplicone ibridata “in singolo”. I risultati 
sono riportati qui a seguito allo stesso modo di quanto sopra descritto. L’analisi condotta 
ha portato a dimostrare che anche in presenza di entrambi gli ampliconi, e quindi di 
entrambe le sequenze geniche di interesse (stx1+stx2), la capacità di ibridazione rimane 
inalterata portando a risultati di ibridazione positivi per entrambe le sequenze. 
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Fig.33 Immagine del microarray relativo all’amplicone di E.Coli Stx1-2 miscelati e analisi statistica 
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4.2.3 Prove Microarray con campioni positivi 
 
4.2.3.1 Adenovirus 
 
L’intero genoma è stato sottoposto a marcatura random tramite exo-Klenow: si sono eseguite 
due diluizioni seriali 10^6 e 10^5 copie genomiche totali. A seguito vengono riportate 
l’immagine di microarray (in rosso: fluorescenza spot allineamento, in verde: fluorescenza 
spot campione in esame) e l’analisi statistica degli spot del campione in esame.  
Dall’immagine di microarray si può notare che il risultato di ibridazione è specifico per 
“Adenovirus”, ma il segnale viene rivelato solo per quanto riguarda la probe I. Il genotipo di 
Adenovirus utilizzato (Adenovirus 2) ha infatti un’omologia del 100% con la sonda I per 
Adenovirus dell’array, mentre presenta 3 mismatch con la sonda II: la sonda I dell’array 
riconosce in maniera più efficiente il genotipo di Adenovirus in esame rispetto alla sonda II, 
come previsto. Le due sonde mostrano quindi un potere discriminante, sequenza specifico, 
come previsto. In particolare, confrontando i dati ottenuti con l’amplicone, si ritiene che 
l’ibridazione anche su probe II nell’esperimento con amplicone e non in quello con genoma 
sia quindi dovuta alla presenza di un maggior numero di molecole di amplicone in fase di 
ibridazione: il segnale di ibridazione osservato si attesta infatti su conte di fluorescenza più 
elevate se paragonato al dato ottenuto con il genoma intero. 
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Fig.34 Immagine del microarray relativo al genoma intero di Adenovirus e analisi statistica 
 
Dalle prove eseguite su Adenovirus, appare come la piattaforma sia in grado di riconoscere in 
maniera efficiente tale virus, fino ad un numero di copie di 10^6. Il punto 10^5 è un valore 
limite di sensibilità sulla piattaforma per Adenovirus. 
 
4.2.3.2 HAV 
 
Si parte da materiale con una concentrazione di circa 10
4
 copie/µ su cui vengono effettuate le 
seguenti prove (kit Fermentas):  
- 1 marcatura di 1 ul di RNA estratto da 280ul di campione  
- 2 marcatura di 15 ul di RNA concentrato estratto da 280ul di campione  
- 3 marcatura di 15 ul di RNA concentrato estratto da 560 ul di campione  
 
La prova 1 e 2 non hanno dato alcun risultato. La prova 3 ha dato un risultato di ibridazione 
con un segnale di fluorescenza al limite della sensibilità (border-line), mostrato qui a seguito 
(in rosso: fluorescenza spot allineamento, in verde: fluorescenza spot campione in esame). 
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Fig.35 Immagine del microarray relativo al genoma intero di HAV retrotrascritto con kit Fermentas e analisi 
statistica 
 
Un’ulteriore prova è stata eseguita con la medesima quantità di RNA, ma con l’enzima SSIII. 
Un parziale miglioramento del risultato di ibridazione è stato ottenuto, come mostrato qui 
sotto. Il segnale ottenuto con SSIII ha conte di fluorescenza doppie rispetto a quello ottenuto 
con RT Fermentas. 
 
 
Fig.36 Immagine del microarray relativo al genoma intero di HAV retrotrascritto con kit Invitrogen e analisi 
statistica 
 
4.2.3.3 Norovirus 
 
Si parte da materiale con una concentrazione di circa 5x10
2
 copie/µ su cui vengono effettuate 
le seguenti prove (kit Fermentas):  
- 1 marcatura di 1 ul di RNA estratto da 280ul di campione  
- 2 marcatura di 15 ul di RNA concentrato estratto da 280ul di campione  
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- 3 marcatura di 15 ul di RNA concentrato estratto da 560 ul di campione  
Nessuna delle 3 prove da esito positivo. Si effettua un’ulteriore prova utilizzando la medesima 
quantità di RNA, ma con l’enzima SSIII. Visto il numero esiguo di copie genomiche non è stato 
ottenuto alcun risultato positivo di ibridazione neppure con tale strategia. Ciò indica che tale 
valore di concentrazione sia il limite di sensibilità della tecnica per Norovirus. 
 
4.2.3.4 Enterovirus 
 
Il materiale genetico a disposizione è stato marcato secondo diverse strategie, in particolare:  
1) RNA retrotrascritto con RT Fermentas e random primer  
2) RNA retrotrascritto con RT SSIII Invitrogen e random primer  
3) RNA retrotrascritto con RT Fermentas e reverse specific primer  
4) RNA retrotrascritto con RT SSIII Invitrogen e reverse specific primer  
I risultati più significativi si sono ottenuti utilizzando i random primers.  
A seguito vengono riportate l’immagine di microarray (in rosso: fluorescenza spot 
allineamento, in verde: fluorescenza spot campione in esame) e l’analisi statistica degli spot 
del campione in esame, con un confronto tra l’efficienza della RT Fermentas e della SSIII 
Invitrogen. Dall’immagine di microarray si può notare che il risultato di ibridazione è 
specifico per “Enterovirus”, senza alcuna cross-ibridazione su altre sonde dell’array: ciò 
conferma la bontà e la specificità delle sonde disegnate per Enterovirus anche in presenza del 
genoma completo. Confrontando poi i risultati dell’analisi statistica, ne risulta che la 
marcatura migliore, a parità di templato iniziale e di unità enzimatiche, è stata ottenuta con 
l’enzima RT SSIII: il segnale è infatti circa il doppio di quello ottenuto utilizzando l’enzima 
RT Fermentas. 
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Fig.37 Comparazione delle immagini del microarray relativo al genoma intero di Enterovirus retrotrascritto con 
kit Invitrogen e Fermentas  e analisi statistica 
 
Per valutare la differenza nell’efficienza dei due enzimi nella retrotrascrizione e marcatura 
dell’RNA a livello di sensibilità della piattaforma array, è stata allestita una prova utilizzando 
2 diluizioni del templato genomico di RNA di Enterovirus.  
Visti i risultati sopra riportati ottenuti con circa 2.5x10^6 copie, si sono utilizzate le seguenti 
diluizioni:  
 
1) circa 10
4
 copie  
2) circa 10
3
 copie  
 
Tale prova ha lo scopo di verificare se la maggior efficienza in retrotrascrizione e marcatura 
può portare ad un aumento della sensibilità di rilevazione su array, caratteristica assai 
importate per avere una piattaforma diagnostica più vantaggiosa. A seguito vengono riportate 
l’immagine di microarray (in rosso: fluorescenza spot allineamento, in verde: fluorescenza 
spot campione in esame) e l’analisi statistica degli spot del campione in esame, con un 
confronto tra l’efficienza della RT Fermentas e della SSIII Invitrogen. 
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Fig.38 Comparazione delle immagini del microarray relativo al genoma intero di Enterovirus a concentrazioni di 
10
4
  retrotrascritto con kit Invitrogen e Fermentas  e analisi statistica 
 
Fig.39 Comparazione delle immagini del microarray relativo al genoma intero di Enterovirus a concentrazioni di 
10
3
  retrotrascritto con kit Invitrogen e Fermentas  e analisi statistica 
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Sia dall’analisi visiva delle immagini di scansione dell’array che dall’analisi statistica del 
segnale di fluorescenza stesso, viene confermato il precedente riscontro sperimentale: a parità 
di condizioni sperimentali e di templato iniziale, l’enzima SSIII consente di avere una 
sensibilità superiore nell’individuazione di campioni positivi a basso numero di copie. 
 
4.2.3.5 Rotavirus 
 
Le prove vengono effettuate su materiale di cui risulta essere ignoto il numero di copie 
genomiche/ul, la prova è stata allestita mettendo ad ibridare l’intera reazione retrotrascritta e 
marcata, previa purificazione. A seguito vengono riportate l’immagine di microarray (in 
rosso: fluorescenza spot allineamento, in verde: fluorescenza spot campione in esame) e 
l’analisi statistica degli spot del campione in esame. Dall’immagine di microarray si può 
notare che il risultato di ibridazione è specifico per “Rotavirus”, senza alcuna cross-
ibridazione su altre sonde dell’array: ciò conferma la bontà e la specificità delle sonde 
disegnate per Rotavirus anche in presenza del genoma completo. Inoltre, il genotipo di 
Rotavirus utilizzato, da sequenziamento eseguito, ha un’omologia del 100% con la sonda I per 
Rotavirus dell’array, mentre presenta 1 mismatch con la sonda II: come si può vedere anche 
dall’analisi statistica, la sonda I dell’array riconosce in maniera più efficiente il genotipo di 
Rotavirus in esame rispetto alla sonda II, come previsto. Le due sonde mostrano quindi un 
parziale potere discriminante, sequenza specifico, come previsto. 
 
 
Fig.40 Immagini del microarray relativo al genoma intero di Rotavirus  e analisi statistica 
 
Nessun risultato di ibridazione era stato ottenuto inizialmente per Rotavirus sul medesimo 
campione denaturando il templato come da protocollo a 70°C. Eseguendo la denaturazione 
dell’RNA templato a 94°C per 4 minuti in presenza del 5% di DMSO prima di procedere alla 
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retrotrascrizione, si sono ottenuti i risultati sopra descritti. Tale considerazione deve essere tenuta 
presente in quanto ad esempio ciascun campione incognito da analizzare per gli RNA virali 
dovrebbe subire tale step preliminare per la ricerca di Rotavirus: il trattamento potrebbe però a sua 
volta danneggiare gli altri RNA virali a singolo filamento che invece subiscono uno step iniziale 
di denaturazione a 70°C 10 minuti e non a 94°C 4 minuti come nel caso di Rotavirus. 
 
4.2.3.6 Salmonella 
 
Per quanto riguarda le prove con genoma completo, l’intero genoma è stato sottoposto a 
marcatura random tramite exo-Klenow.  Si è partiti da una quantità di materiale genetico di 
circa 53 ng (circa 10^7 copie genomiche). A seguito vengono riportate l’immagine di 
microarray (in rosso: fluorescenza spot allineamento, in verde: fluorescenza spot campione in 
esame) e l’analisi statistica degli spot del campione in esame. Dall’immagine di microarray si 
può notare che il risultato di ibridazione è specifico per “Salmonella”, senza la presenza di 
alcuna cross-ibridazione. Come si può vedere dall’analisi statistica, la sonda II dell’array 
riconosce in maniera più efficiente il ceppo di Salmonella in esame rispetto alla sonda I, come 
previsto e come precedentemente osservato anche con l’amplicone.  
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Fig.41 Immagini del microarray relativo al genoma intero di Salmonella e analisi statistica 
 
4.2.3.7 E. Coli Stx1 e Stx2 
 
Per quanto riguarda le prove con genoma completo, l’intero genoma è stato sottoposto a 
marcatura random tramite exo-Klenow. Sono stati sottoposti a marcatura il DNA estratto da un 
ceppo di coli stx1 positivo, uno stx2 positivo, ed uno stx1+stx2 positivo. Si è partiti da una 
quantità di materiale genetico di circa 600 ng (circa 10^8 copie genomiche) per ciascun campione 
preso in esame. A seguito vengono riportate l’immagine di microarray (in rosso: fluorescenza spot 
allineamento, in verde: fluorescenza spot campione in esame) e l’analisi statistica degli spot del 
campione in esame. Dall’immagine di microarray si può notare che il risultato di ibridazione è 
specifico per “E. coli”, rispettivamente stx1 positivo, stx2 positivo, ed stx1+2 positivo. Tuttavia è 
presente, anche se minima, una cross ibridazione sulla sonda “Salmonella I”. La marcatura e 
l’ibridazione del genoma positivo per entrambe le regioni genetiche ha portato a dimostrare che 
anche in presenza di entrambe le sequenze di interesse (stx1+stx2), la capacità di ibridazione 
rimane inalterata portando a risultati di ibridazione positivi per entrambe le sequenze. 
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Fig.41 Immagini del microarray relativo al genoma intero di E. Coli Stx1-2 analizzati sia separatamente che 
miscelati e analisi statistica 
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4.3 Prove su campioni artificialmente contaminati 
 
Tutti i 10 campioni sono stati analizzati in simultanea mediante Real Time PCR e piattaforma 
Microarray. Di seguito vengono riportate le tabelle riassuntive delle comparazioni dei risultati 
ottenuti. 
 
 
4.3.1 Adenovirus 
 
Tab.14 Risultati dell’analisi simultanea di campioni reali artificialmente contaminati relativa ad Adenovirus 
Percentuale di corrispondenza 100% 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAMPIONE 
REAL TIME PCR MICROARRAY CORRISPONDENZA 
TRA DATO REAL 
TIME E LETTURA 
MICROARRAY 
(SI/NO) 
Esito 
Reazione 
(Pos/Neg) 
Qty su µl nel 
campione 
Copie depositata su 
piattaforma array 
Esito lettura 
(Pos/Neg) 
1 POS 1,70 x 10
4
 5,44 x 10
6
 POS SI 
2 POS 1,34 x 10
1
 4,29 x 10
1
 POS SI 
3 POS 3,10 x 10
4
 9,92 x 10
6
 POS SI 
4 POS 1,68 x 10
1
 5,38 x 10
1
 POS SI 
5 POS 3,00 x 10
4
 9,60 x 10
6
 POS SI 
6 POS 1,40 x 10
3
 4,48 x 10
5
 POS SI 
7 POS 9,70 x 10
2
 3,10 x 10
5
 POS SI 
8 POS 4,90 x 10
3
 1,57 x 10
6
 POS SI 
9 POS 2,10 x 10
5
 6,72 x 10
7
 POS SI 
10 POS 6,10 x 10
4
 1,95 x 10
7
 POS SI 
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4.3.2 HAV 
 
Tab.15 Risultati dell’analisi simultanea di campioni reali artificialmente contaminati relativa ad HAV 
 
Percentuale di corrispondenza 50 % 
 
4.3.3 Norovirus GII 
 
Tab.16 Risultati dell’analisi simultanea di campioni reali artificialmente contaminati relativa a Norovirus GII 
 
Percentuale di corrispondenza 50 % 
CAMPIONE 
REAL TIME PCR MICROARRAY CORRISPONDENZA 
TRA DATO REAL 
TIME E LETTURA 
MICROARRAY 
(SI/NO) 
Esito 
Reazione 
(Pos/Neg) 
Qty su µl nel 
campione 
Copie depositata su 
piattaforma array 
Esito lettura 
(Pos/Neg) 
1 POS 1,96 x10
4 
2,74 x10
6
 NEG NO 
2 POS 1,70 x10
5
   POS  SI 
3 NEG     NEG SI 
4 POS 3,91 x10
4
   POS SI 
5 POS 1,70 x10
5
   POS SI 
6 POS 2,23 x10
1
 3,12 x10
3
 NEG NO 
7 POS 1,25 x10
1
 1,75 x10
3
 NEG NO 
8 NEG     NEG SI 
9 POS 3,68 x10
1
 5,15 x10
3
 NEG NO 
10 POS 1,24 x10
3
 1,74 x10
5
 NEG NO 
CAMPIONE 
REAL TIME PCR MICROARRAY CORRISPONDENZA 
TRA DATO REAL 
TIME E LETTURA 
MICROARRAY 
(SI/NO) 
Esito 
Reazione 
(Pos/Neg) 
Qty su µl nel 
campione 
Copie depositata su 
piattaforma array 
Esito lettura 
(Pos/Neg) 
1 POS 2,65 x10 3,71 x 10
2
 NEG NO 
2 NEG     NEG SI 
3 NEG     NEG SI 
4 NEG     NEG SI 
5 NEG     NEG SI 
6 NEG     NEG SI 
7 POS  2,34 x 10 3,27 x 10
2
 NEG NO 
8 POS 1,01 x 10
1 
1,41 x 10
3
 NEG NO 
9 POS 3,68 x 10 5,15 x 10
2
 NEG NO 
10 POS 2,56 x 10 3,58 x 10
2
 NEG NO 
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4.3.4 Enterovirus 
 
Tab.17 Risultati dell’analisi simultanea di campioni reali artificialmente contaminati relativa a Enterovirus 
 
Percentuale di corrispondenza 30 % 
 
4.3.5 Rotavirus 
 
Tab.18 Risultati dell’analisi simultanea di campioni reali artificialmente contaminati relativa a Rotavirus 
 
Percentuale di corrispondenza 70% 
 
CAMPIONE 
REAL TIME PCR MICROARRAY CORRISPONDENZA 
TRA DATO REAL 
TIME E LETTURA 
MICROARRAY 
(SI/NO) 
Esito 
Reazione 
(Pos/Neg) 
Qty su µl nel 
campione 
Copie depositata su 
piattaforma array 
Esito lettura 
(Pos/Neg) 
1 NEG   NEG SI 
2 POS 8,59 x 10
2
 1,19 x 10
5
 NEG NO 
3 POS 3,67 x 10
5
  NEG NO 
4 NEG   NEG SI 
5 POS 1,15 x 10
2
 1,61 x 10 NEG NO 
6 POS 8,57 x 10 1,20 x 10
3
 NEG NO 
7 POS 8,57 x 10
2
 1,20 x 10
1
 NEG NO 
8 POS 5,14 x 10
2
 7,20 x 10
4
 NEG NO 
9 NEG   NEG SI 
10 POS 1,29 x 10
2
 1,80 x 10
4
 NEG NO 
CAMPIONE 
REAL TIME PCR MICROARRAY CORRISPONDENZA 
TRA DATO REAL 
TIME E LETTURA 
MICROARRAY 
(SI/NO) 
Esito 
Reazione 
(Pos/Neg) 
Qty su µl nel 
campione 
Copie depositata su 
piattaforma array 
Esito lettura 
(Pos/Neg) 
1 POS  > 10
3
 > 10
5
 POS SI 
2 NEG   NEG SI 
3 POS > 10
3
 > 10
5
 POS SI 
4 POS > 10
3
 > 10
5
 POS SI 
5 POS < 10
3
 < 10
5
 NEG NO 
6 POS 6,00 x 10
3 
8,40 x 10
5
 POS SI 
7 POS 3,86 x 10
2
 5,40 x 10
4
 NEG NO 
8 NEG     NEG SI 
9 POS 4,37 x 10
1
 6,12 x 10
3
 NEG NO 
10 POS 3,00 x 10
4
 4,20 x 10
6
 POS SI 
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4.3.6 Salmonella 
 
Tab.19 Risultati dell’analisi simultanea di campioni reali artificialmente contaminati relativa a Salmonella 
 
Percentuale di corrispondenza 80% 
 
4.3.7 E. Coli Stx1 
 
Tab.20 Risultati dell’analisi simultanea di campioni reali artificialmente contaminati relativa a E. Coli Stx1 
 
Percentuale di corrispondenza 50%. 
 
CAMPIONE 
REAL TIME PCR MICROARRAY CORRISPONDENZA 
TRA DATO REAL 
TIME E LETTURA 
MICROARRAY 
(SI/NO) 
Esito 
Reazione 
(Pos/Neg) 
Qty su µl nel 
campione 
Copie depositata su 
piattaforma array 
Esito lettura 
(Pos/Neg) 
1 POS  1,90 x
 
10
3 
5,18 x
 
10
3
 POS SI 
2 NEG    NEG SI 
3 NEG  8,00 x
 
10 POS NO 
4 NEG  3,14 x
 
10
1
 POS NO 
5 POS 8,20 x
 
10
3
 1,32 x
 
10
7
 POS SI 
6 POS 1,60 x
 
10
1
 5,12 x
 
10
3
 POS SI 
7 POS 1,80 x
 
10
3
 5,76 x
 
10
5
 POS SI 
8 POS 4,10 x
 
10
1
 1,31 x
 
10
4
 POS SI 
9 POS 7,70 x
 
10
3
 2,46 x
 
10
6
 POS SI 
10 POS 1,40 x
 
10
2
 4,48 x
 
10
4
 POS SI 
CAMPIONE 
REAL TIME PCR MICROARRAY CORRISPONDENZA 
TRA DATO REAL 
TIME E LETTURA 
MICROARRAY 
(SI/NO) 
Esito 
Reazione 
(Pos/Neg) 
Qty su µl nel 
campione 
Copie depositata su 
piattaforma array 
Esito lettura 
(Pos/Neg) 
1 NEG   POS NO 
2 NEG   NEG SI 
3 NEG   NEG SI 
4 POS 2,60 x
 
10 8,32 x
 
10
2
 NEG NO 
5 NEG   NEG SI 
6 POS 4,62 x
 
10 1,48 x
 
10
3
 POS SI 
7 NEG   NEG SI 
8 POS 2,96 x
 
10
1
 9,48 x
 
10
3
 NEG NO 
9 POS 1,44 x
 
10
1
 4,60 x
 
10
3
 NEG NO 
10 POS 4,27 x
 
10
1
 1,37 x
 
10
3
 NEG NO 
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4.3.8 E. Coli Stx2 
 
Tab.21 Risultati dell’analisi simultanea di campioni reali artificialmente contaminati relativa a E. Coli Stx2 
 
Percentuale di corrispondenza 60%. 
 
Da tali risultati viene confermato il limite di sensibilità medio della piattaforma Microarray nel 
valore di 104 copie/µl come già riportato in letteratura e una corrispondenza media tra le due 
tecniche del 60%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAMPIONE 
REAL TIME PCR MICROARRAY CORRISPONDENZA 
TRA DATO REAL 
TIME E LETTURA 
MICROARRAY 
(SI/NO) 
Esito 
Reazione 
(Pos/Neg) 
Qty su µl nel 
campione 
Copie depositata su 
piattaforma array 
Esito lettura 
(Pos/Neg) 
1 POS  3,2 1,02 x10
3
 NEG NO 
2 NEG     NEG SI 
3 NEG     NEG SI 
4 NEG     NEG SI 
5 NEG     NEG SI 
6 NEG     NEG SI 
7 POS 1,02 x10
1 
3,26 x10
3
 NEG NO 
8 POS 8,80 x10
1
 2,82 x10
4
 NEG NO 
9 POS 9,75 x10 3,12 x10
3
 NEG NO 
10 NEG   NEG SI 
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5. DISCUSSIONE 
 
Le carenze riscontrate nell’ambito dell’approvvigionamento idrico, rendono sempre più 
evidente l’importanza del riuso delle acque reflue per differenti fini, irrigazione di colture 
destinate al consumo umano, di pascoli, di parchi e aree ricreative come espresso nel    
D.Lgs n°152/99. E’ da considerare però fondamentale la presenza in queste acque trattate, di 
potenziali patogeni (batteri, virus, protozoi), responsabili di gravi infezioni a trasmissione 
oro-fecale. Per questo motivo l’attività di controllo delle qualità igienica dei reflui e delle 
pratiche di disinfezione risulta estremamente importante a prevenire la diffusione dei 
patogeni nei corpi idrici. E’ inoltre fondamentale controllare, non solo una generica 
contaminazione del liquame trattato, ma anche il rischio reale di trasmissione di malattie, sia 
per gli operatori del settore, sia per quanti direttamente o indirettamente, vengono in contatto 
con tale matrice. La normativa vigente prevede la valutazione dell’efficienza dei trattamenti 
degli impianti di depurazione dei reflui mediante la sola ricerca di batteri indicatori di 
inquinamento fecale (E. Coli e Enterococchi) e non di virus o protozoi. Ciò è dovuto 
principalmente alle difficoltà di rilevazione dei virus nell’ambiente e alla mancanza di 
metodiche innovative standardizzate adattabili a tutti i virus enterici; inoltre le tecniche 
utilizzate per la stessa rilevazione batterica risultano lunghe e laboriose. Le recenti 
innovazioni in biologia molecolare hanno facilitato la ricerca e la definizione di un quadro 
generale più dettagliato, permettendo inoltre di isolare ed identificare i virus direttamente 
dalla matrice ambientale. Tra queste tecniche molecolari, la Real Time PCR (QPCR) 
rappresenta una di quelle più utilizzate, ormai ampiamente standardizzata per l’analisi sia a 
livello sperimentale che analitico, risulta essere una delle metodologie d’élite utilizzabile sia 
in campo clinico che ambientale, ottimale per il supporto alle tecniche colturali già in uso. A 
questa si aggiungono le piattaforme multidetection, come i microarray, che potrebbero 
rappresentare un valido aiuto alla ricerca ambientale multipla sia di batteri che di virus. 
Queste due tecniche sono state oggetto di questa tesi portando a dei risultati comunque 
promettenti che servono a gettare le basi per più approfonditi studi che abbiano come fine il 
miglioramento delle metodologie di monitoraggio nell’ambito del rischio biologico delle 
fonti idriche. Una volta scelti i microrganismi su cui focalizzare l’attenzione, il primo step è 
stato quello di ricercare mediante revisione bibliografica, quelle regioni e sequenze di 
ognuno che fosse utilizzabile simultaneamente sia per la Real Time PCR che per la 
piattaforma microarray, questo al fine che la comparazione dei risultati fosse univoca. Tutte 
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le regioni scelte hanno caratteristiche di alta conservazione e specificità di specie e sono 
state già utilizzate in letteratura per la ricerca ambientale del microrganismo in esame dando 
risultati ottimali. 
Le prime prove sono state effettuate su ampliconi standard e campioni positivi. Le prove con 
Real Time PCR hanno evidenziato sempre alta specificità e confermato il limite di detection 
delle metodica a 10
2
 copie/µl (5 CFU/reaction per i batteri) come riportato in letteratura 
(Jian-Wen He, 2004). Inoltre effettuando diluizioni seriali dei campioni standard è stato 
possibile costruire le rette standard relative ad ogni microrganismo necessarie per la 
quantizzazione successiva di campioni a concentrazione ignota. Per quanto riguarda la 
piattaforma Microarray è stata testata prima di tutto per la sua specificità con l’uso degli 
ampliconi standard, questa caratteristica dipende da vari fattori, come ad esempio la 
lunghezza della sonda. Guschin et al. (1997) hanno dimostrato che più aumenta la lunghezza 
delle sonde oligonucleotidiche, e più si perde il potere discriminante ma se la lunghezza 
delle sonde diminuisce, si va a scapito dell’intensità del segnale di ibridazione (ovvero della 
sensibilità). In tutte le prove effettuate relative ad ogni organismo si è ottenuto un alto grado 
di specificità, non vi erano cross ibridazioni rilevanti, tranne nel caso di E. Coli Stx1-2 nel 
quale si è evidenziata una leggera cross ibridazione con la sonda I per Salmonella solo nella 
prova dove si è utilizzato il genoma intero e non con l’amplicone, quindi probabilmente 
causata da impurità del campione contenente frammenti con una similarità nella sequenza 
della sonda di Salmonella. Questi dati confermano la possibilità di un’applicazione in campo 
ambientale e in questo caso idrico della piattaforma Microarray in oggetto per la sua alta 
specificità, nonostante rimanga fondamentale la scelta della sequenza di riferimento e dei 
protocolli di ibridazione, vista l’alta probabilità di trovare sequenze talmente conservate da 
non essere distinguibili tra una specie ed un’altra (Jizhong Zhou, 2002). La sensibilità è un 
altro parametro fondamentale che influisce sull’efficacia di un microarray nel rilevare 
microrganismi. Anche questa caratteristica è stata valutata insieme alla specificità 
nell’analisi di 10 campioni reali artificialmente contaminati. Ogni campione era costituito da 
acqua proveniente dal depuratore di San Jacopo di Pisa, avente già di suo una 
contaminazione di base,  al quale è stata aggiunta un’aliquota (a titolo noto) di diverse 
combinazioni di microrganismi. Tutti i campioni sono stati trattati mediante lo stesso 
procedimento e analizzati simultaneamente con Real Time PCR e piattaforma Microarray. 
In generale le prove con Real Time PCR hanno confermato il limite di detection di 10
2
 
copie/µl, con qualche eccezione positiva, al contrario il Microarray nonostante le conferme 
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del limite medio di 10
4
 copie/µl ha dato eccezioni sia positive ma anche negative. Andando 
ad analizzare nel dettaglio, per quanto riguarda Adenovirus la risposta delle due metodiche è 
stata altamente specifica e sensibile con una corrispondenza del 100% tra le due tecniche, in 
quanto, anche in quei campioni dove non vi era l’aliquota aggiuntiva del microrganismo, vi 
è stata rilevazione al di sotto del limite di detection delle due tecniche (10
2
 copie/µl Real 
Time PCR e 10
4
 copie/µl per il Microarray). Con HAV la corrispondenza si abbassa al 50% 
in particolar modo per i campioni con concentrazioni con concentrazioni al di sotto di 10
4
 
copie/µl per quanto riguarda il microarray. Anche per Norovirus GII si ha una 
corrispondenza del 50% con esito completamente negativo del Microarray viste le quantità 
inferiori al limite di detection. Si abbassa ancor di più la corrispondenza per Enterovirus 
dove oltre alle concentrazioni inferiori al limite si sono unite problematiche a livello di retro 
trascrizione con probabilità di inibizione da parte di qualche reagente. La corrispondenza 
sale al 70% con Rotavirus dove l’ulteriore passaggio in DMSO, da protocollo per Rotavirus, 
sembri giovare all’efficacia di ibridazione della sonda, ciò porta a ipotizzare un eventuale 
passaggio aggiuntivo in DMSO per tutti gli organismi a RNA. Maggiori problematiche si 
evidenziano con i batteri in quanto anche concentrazioni al limite del livello soglia di 
detection hanno dato esiti negativi per il Microarray, sia E. Coli Stx1 ed Stx2 sono risultati 
negativi nelle prove al limite o al di sotto del livello soglia di detection mentre hanno dato 
esito positivo per valori anche di poco superiori, quindi nonostante la specificità, questo 
parametro fondamentale della sensibilità rimane per questa specie un’incognita su cui 
apporre maggiore attenzione per i futuri studi. Al contrario esiti favorevoli sono stati dati 
dalle prove con Salmonella, la quale è stata rilevata anche in campioni con concentrazioni al 
di sotto del limite di detection.  
Il dato generale indica una buona corrispondenza tra la quantità di microrganismi presenti e 
l’esito delle letture con Microarray principalmente nei casi in cui tale concentrazione è al di 
sopra del limite medio di detection della piattaforma Microarray, che risulta essere di 10
4
 
copie/µl.  
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In letteratura (Girones et al. 2010) viene dimostrato che le concentrazioni medie nei liquami 
dei microrganismi in esame è molto al di sopra del limite di detection, prima di eventuali 
trattamenti di purificazione, per tali ragioni è possibile ritenere la piattaforma Microarray un 
valido supporto nelle analisi iniziale di tali matrici, fermo restando che il sistema necessita 
di opportune integrazioni per permettere l’aumento della sensibilità. 
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6. CONCLUSIONI 
 
Le normative attuali per il monitoraggio delle risorse idriche prevedono la rilevazione di 
indicatori di contaminazione mediante tecniche colturali correlati con la presenza di agenti 
patogeni. Tali metodiche rimangono ad oggi le tecniche più affidabili ed economiche per tali 
scopi, nonostante le limitazioni proprie del loro utilizzo. L’evolversi di nuove metodologie 
innovative come le tecniche molecolari, maggiormente specifiche e sensibili, sta portando ad 
un grande cambiamento di rotta  nell’ambito del monitoraggio ambientale. Sicuramente è 
ancora presto per parlare di sostituzioni di una tecnica piuttosto che un’altra, ma sicuramente 
è già possibile parlare di supporto e complementarietà, poiché l’utilizzo combinato di 
tecniche colturali e molecolari può sicuramente dare maggiore efficienza e affidabilità alle 
analisi delle matrici ambientali ed in particolar modo quelle idriche.  
Tra queste sicuramente posto di maggior rilievo trova la Real Time PCR, una tecnica che si 
rivela altamente sensibile e specifica nonché rapida, rispetto alle tecniche di pari livello,  al 
fianco di questa si affaccia la piattaforma multidetection Microarray, una tecnica 
relativamente giovane, ampiamente utilizzata in campo clinico e sperimentale mediante la 
quale esiste la possibilità di valutare contemporaneamente più campioni con enorme 
risparmio di risorse e di tempo permettendo un approccio globale ed integrato sulla dinamica 
di una comunità microbica. Nonostante ciò le applicazioni ambientali di tale tecnologia sono 
ancora ai primi stadi e necessitano di approfondita valutazione. I dati del lavoro di tesi 
confermano questi aspetti in particolare il limite di sensibilità ancora relativamente troppo 
alto rispetto ai parametri che caratterizzano la ricerca di patogeni nelle acque. 
L’introduzione di un iniziale step di amplificazione potrebbe essere una soluzione che 
permetterebbe di utilizzare al meglio le caratteristiche di specificità in campo ambientale per 
la discriminazione tra le varie specie microbiche. Inoltre l’approccio sperimentale utilizzato 
potrebbe essere importante per l’ideazione di nuove strategie di monitoraggio, in particolar 
modo per quanto riguarda la virologia ambientale, un argomento in grande espansione e che 
sta ormai diventando oggetto di discussione politica internazionale in ambito di salute della 
popolazione.  
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